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Titre : Caractérisation du role de la Nétrine-3 dans la progression du cancer bronchique

a petites cellules

Les protéines de la famille des Nétrines ont initialement été¢ décrites pour leurs roles majeurs
dans le guidage axonal au cours du développement embryonnaire. De nombreuses études ont
révélé que ces protéines seraient aussi impliquées dans divers processus physiologiques tels
que la survie, la prolifération, la migration cellulaire mais également pathologiques comme la
tumorigenese. La Nétrine-1 est aujourd’hui une cible thérapeutique reconnue pour sa forte
expression dans de nombreux cancers. Des essais cliniques de phase 1 et 2 sont en cours avec
le NP137, un anticorps monoclonal humanisé et dirigé contre la Nétrine-1. De manicre
surprenante, la biologie des autres membres de la famille des Nétrines est encore mal comprise,
probablement en raison d’un manque d’outils moléculaires. Ce projet de thése a donc pour but
de préciser le role du membre le plus proche de la Nétrine-1 chez ’homme, la Nétrine-3, qui
fut décrite pour la premiére fois en 1999 comme facteur de guidage axonal. Nous avons
démontré que cette protéine est exprimée dans le cancer bronchique a petites cellules (CBPC),
contrairement aux autres sous-types de cette pathologie ou elle n’est pas détectable, impliquant
une vulnérabilité thérapeutique. Le CBPC est le plus meurtrier des cancers pulmonaires, avec
une survie a 5 ans inférieure a 5%, et est associé a un taux élevé de métastases au moment du
diagnostic. Depuis les années 1970, peu d’avancées thérapeutiques ont été réalisées et le
traitement de référence reste la chimiothérapie. Nous avons pu mettre en évidence que
I’expression de la Nétrine-3 est fortement corrélée a I'un des sous-types moléculaires de tres
mauvais pronostic du CBPC, caractérisé par I’expression d’un facteur de transcription neuronal
appelé NEURODI. De facon intéressante, les métastases distantes sont fortement enrichies en
cellules de ce sous-type. La surexpression constitutive de la Nétrine-3 dans des lignées
humaines de CBPC a permis de caractériser le premier mécanisme d’action de cette protéine.
Nos résultats montrent qu’elle perturbe I’organisation de la matrice extracellulaire des cellules
tumorales, modifiant ainsi leur ancrage, ce qui constitue probablement une étape clé lors de la

dissémination métastatique et la progression de la maladie.

Mots clés : guidage axonal, cancer du poumon, matrice extracellulaire, progression tumorale,

métastase






Title : Uncovering the role of Netrin-3 in the progression of small cell lung cancer

Netrin family proteins were initially described for their major roles in axon guidance during
embryonic development. Numerous studies have since revealed that these proteins are involved
in various physiological processes such as cell survival, proliferation, and migration, as well as
in pathological conditions like tumorigenesis. Netrin-1 has emerged as a therapeutic target due
to its elevated expression in a variety of cancers. Phase 1 and 2 clinical trials are currently
exploring the efficacy of NP137, a humanized monoclonal antibody directed against Netrin-1.
Surprisingly, the biology of other Netrin family members remains poorly understood, likely
due to a lack of suitable molecular tools. This thesis project aims to investigate the role of
Netrin-3, the closest human homolog of Netrin-1, which was first characterized in 1999 as a
guidance cue. Our findings demonstrate that this protein is expressed in small cell lung cancer
(SCLC), in contrast to other subtypes of the disease where it is not detectable, suggesting a
potential therapeutic vulnerability. SCLC is the deadliest form of lung cancer, with a 5-year
survival rate of less than 5% and a high incidence of metastases at diagnosis. Since the 1970s,
there have been limited therapeutic advances, and chemotherapy remains the standard of care.
We have demonstrated that the expression of Netrin-3 is strongly correlated with a very poor-
prognosis molecular subtype of SCLC, defined by the expression of a neuronal transcription
factor known as NEURODI. Interestingly, distant metastases are significantly enriched in cells
of this subtype. The constitutive overexpression of Netrin-3 in human SCLC cell lines enabled
us to characterize the first mechanism of action for this protein. Our results indicate that Netrin-
3 disrupts the organization of the extracellular matrix in tumor cells, thereby altering their
anchorage and likely representing a critical step in both metastatic spread and disease

progression.

Key words : axon guidance, lung cancer, extracellular matrix, tumor progression, metastasis
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Le cancer bronchique a petites cellules est une tumeur rare, marquée par une croissance
extrémement rapide et associée a un pronostic trés défavorable. En raison de sa mortalité élevée,

la gestion de cette maladie représente une urgence thérapeutique.

Le poumon est un organe vital du systéme respiratoire, situ¢ dans la cavité thoracique. Il se
compose de plusieurs structures anatomiques essentielles qui permettent la respiration et les
échanges gazeux nécessaires au bon fonctionnement du corps humain. Le poumon droit,
légérement plus grand que le poumon gauche, est divisé en trois lobes (supérieur, moyen et
inférieur), tandis que le poumon gauche n’en compte que deux (supérieur et inférieur). Les
poumons sont séparés par le médiastin, une zone qui contient le cceur, des vaisseaux sanguins
majeurs tels que I’aorte, la trachée, 1’cesophage et de nombreux ganglions lymphatiques. Ils
sont recouverts d’une membrane protectrice solide appelée plevre et sont séparés de la cavité
abdominale par le diaphragme musculaire. La trachée joue le rdle de voie respiratoire
principale, assurant le transport de 1’air vers et depuis les poumons. A son extrémité distale, la
trachée se divise en deux bronches principales, pénétrant chacune dans un poumon au niveau
du hile. Ces bronches se ramifient ensuite en bronches lobaires, une pour chaque lobe. Les lobes
sont constitués de plus petites entités appelées lobules pulmonaires, qui représentent les unités
fonctionnelles fondamentales des poumons. Chaque lobule pulmonaire est traversé par une
bronchiole qui, par des divisions successives, engendre les bronchioles terminales responsables
de la ventilation des alvéoles. Ces alvéoles, d’une surface totale d’environ 90 m?, sont entourées
de petits vaisseaux sanguins appelés capillaires et forment ensemble la barriére alvéolo-
capillaire indispensable pour les échanges gazeux (Figure 1). Leur paroi est extrémement fine,
constituée d’une seule couche de cellules épithéliales, ce qui facilite la diffusion rapide des gaz.
A chaque inspiration, le dioxygéne (Oy) traverse les parois des alvéoles pour étre capté par les

globules rouges dans les capillaires. Lorsque les globules rouges délivrent I'oxygeéne dans les



organes du corps, ils capturent simultanément le dioxyde de carbone (CO), un sous-produit

métabolique. Ce CO; est ensuite transporté vers les poumons ou il est libéré dans les alvéoles

puis expulsé par le nez ou la bouche lors de I’expiration.
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Figure 1 : Anatomie du poumon (adaptée d'Aung et al., 2019).

1. Epidémiologie

Le cancer du poumon constitue une préoccupation majeure de santé publique, entrainant un

nombre considérable de décés a I’échelle mondiale. Les données de GLOBOCAN 2022, réunies

par I’Agence Internationale de Recherche sur le Cancer (IARC), indiquent que le cancer du

poumon est la principale cause de décés liés au cancer avec environ 1,8 million de morts

(16,8%) estimés en 2022 dans le monde, soit plus que les cancers du sein, du colon et de la
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prostate réunis. Il est également le cancer le plus répandu au monde, avec plus de 2,4 millions

de cas diagnostiqués en 2022.

Le cancer bronchique a petites cellules représente environ 13 a 15% des cancers du poumon et
demeure le sous-type le plus létal, avec un taux de survie a 5 ans de seulement 7% tous sexes
confondus (Gazdar et al., 2017). Il est responsable de preés de 250 000 nouveaux cas et d’au
moins 200 000 déces chaque année a 1’échelle mondiale (IARC). En France, 1’Institut National
du Cancer (INCa) a estimé a 5007 le nombre de nouveaux cas de CBPC en 2018, dont 3363
chez les hommes et 1644 chez les femmes. L’incidence de ce cancer est Iégérement plus élevée
chez les hommes que chez les femmes, bien que 1’écart entre les sexes se soit réduit au cours
des trois derniéres décennies, reflétant un changement dans I’exposition aux facteurs de risque,
notamment le tabagisme (Ragavan & Patel, 2022). Le taux de mortalit¢é en exces est
particulicrement élevé durant la premiére année suivant le diagnostic, soulignant son
agressivité. En effet, la probabilité¢ de déces dans le mois suivant le diagnostic était de 15,7%
chez les personnes de 60 ans et atteint 33,6% chez les personnes de 80 ans, selon une étude
réalisée sur des patients suivis entre 1989 et 2018. Cette méme étude rapporte que 1’age médian

au moment du diagnostic est de 67 ans chez les hommes et de 64 ans chez les femmes.

Grace aux politiques de santé publique visant a réduire 1’exposition au tabac, le taux d’incidence
du cancer bronchique a petites cellules a diminué en moyenne de 0,9% par an en France entre
1990 et 2018, selon Santé Publique France. Cependant, il est important de noter que la survie

globale des patients reste notoirement faible (Wang et al., 2017).

2. Facteurs de risque

L’apparition du cancer bronchique a petites cellules est étroitement liée a une exposition
excessive au tabac, plus de 94% des patients atteints ayant fumé au cours de leur vie (Siegel et
al., 2021). Comparativement aux autres sous-types de cancers pulmonaires, les patients
souffrant de CBPC présentent une consommation de tabac plus élevée (>30 cigarettes par jour)
ainsi qu’une durée d’exposition plus longue (=40 ans) (Khuder, 2001). L exposition des cellules
pulmonaires aux agents carcinogénes génotoxiques présents dans la fumée de cigarette, tels que
les hydrocarbures aromatiques polycycliques, les N-nitrosamines et les amines aromatiques, a

des effets dévastateurs sur I’acide désoxyribonucléique (ADN), entrainant des mutations dans



des geénes essentiels au contrdle de la croissance cellulaire (Hecht, 2012). 11 est intéressant de
noter que seulement 2% des cas de CBPC surviennent chez des non-fumeurs, définis comme
ayant consommé moins de 100 cigarettes au cours de leur vie (Torres-Duran et al., 2021). En
plus de ces rares cas de CBPC de novo, certains cas de CBPC chez les non-fumeurs peuvent
résulter d’une transformation histologique d’un adénocarcinome pulmonaire caractérisé par des
mutations dans le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) ou dans la kinase de
lymphome anaplasique (ALK) en CBPC (Quintanal-Villalonga et al., 2020). L’exposition aux
radiations provenant du sol (radon) et la pollution de I’air sont trés probablement les deuxiéme
et troisiéme facteurs de risque les plus importants pour le CBPC dans le monde et le principal
facteur de risque pour les non-fumeurs (Torres-Duran et al., 2021). En effet, la désintégration
du radon, un gaz radioactif, émet des radiations alpha, qui endommagent les cellules de la
muqueuse pulmonaire et provoquent des mutations (Rodriguez-Martinez et al., 2018). Les
polluants atmosphériques, tels que le dioxyde de carbone et les particules fines de diameétre
aérodynamique <10 pm, ont des effets carcinogénes directs, notamment dans le CBPC et les
cancers du poumon a cellules squameuses (Hystad et al., 2013). Parmi les comorbidités
respiratoires, la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) constitue également un

facteur de risque indépendant pour le développement du CBPC (Huang et al., 2015).

Actuellement, deux systémes formels sont utilisés pour caractériser les cancers bronchiques :

- Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS)

- Union Internationale Contre le Cancer (UICC)

Apres le diagnostic, ces systemes de classification permettent d’anticiper I’évolution de la

maladie et de définir la stratégie thérapeutique la plus adaptée.

1. La classification de ’'OMS

La classification histologique selon I’OMS est un systéme utilisé¢ pour classer les différents

types de cancer en fonction de leurs caractéristiques histologiques, reposant sur I’observation



de caractéristiques morphologiques et sur [’utilisation de critéres immunohistochimiques

(IHC). Selon I’OMS, deux principales catégories de cancers bronchiques se distinguent :

- Les Cancers Bronchiques Non a Petites Cellules (CBNPC), qui comprennent
principalement les adénocarcinomes, les carcinomes épidermoides et les carcinomes
peu différenciés, tels que le carcinome a grandes cellules. IIs représentent environ 80 a

85% des cas cliniques.

- Les Cancers Bronchiques a Petites Cellules, qui se distinguent comme leur nom
I’indique par la petite taille de leurs cellules tumorales et leur tendance a se développer
et se propager rapidement. L’OMS classe les CBPC parmi les néoplasies
neuroendocrines pulmonaires (Tableau 1), un sous-groupe de tumeurs épithéliales
présentant une différenciation neuroendocrine sur le plan morphologique et immuno-

phénotypique. Ces cancers représentent environ 15% des cas de cancers du poumon.

Tableau 1 : Classification histologique des néoplasies neuroendocrines pulmonaires selon
I’OMS en 2021 (adapté de Nicholson et al., 2022). SOI : sauf autre indication.

Classification 2021 des néoplasies neuroendocrines pulmonaires selon I'OMS
Lésions précancéreuses

Hyperplasie neuroendocrine diffuse idiopathique
Tumeurs neuroendocrines

Tumeur carcinoide, SAI / tumeur neuroendocrine, SAI
Carcinoide typique / tumeur neuroendocrine, grade 1
Carcinoide atypique / tumeur neuroendocrine, grade 2
Carcinomes neuroendocrines

Carcinome a petites cellules

Carcinome a petites cellules composite

Carcinome neuroendocrine a grandes cellulles

Carcinome neuroendocrine a grandes cellulles composite

La classification de I’OMS est réguliérement mise a jour pour refléter les avancées scientifiques
et médicales. Dans la nouvelle classification de 2021, une attention particuliére est portée sur

les progrés en pathologie moléculaire, tels que 1’identification de mutations génétiques et



I’évaluation de biomarqueurs spécifiques pour tous les types de tumeurs (Nicholson et al.,

2022). Cette classification reconnait deux sous-types de cancers du poumon a petites cellules :

-Le CBPC « pur » (~80% des cas) : caractérisé par des nappes diffuses de petites
cellules rondes a fusiformes, avec un cytoplasme rare, des nucléoles peu visibles ou
absents et une chromatine nucléaire finement granulaire. Une nécrose intratumorale est
souvent observée, ainsi qu'un indice mitotique trés élevé (avec une médiane de 80
mitoses par mm?). Ces tumeurs présentent également une forte expression de marqueurs
de différenciation neuroendocrine, tels que la molécule d’adhésion cellulaire neuronale
(NCAM), la chromogranine A (CHGA), la synaptophysine (SYP), les protéines
Achaete-Scute Complex-Like 1 (ASCL1) et Neuronal Differentiation 1 (NEURODI),
ou encore la protéine associée a I’insulinome 1 (INSM1). Des cellules occasionnelles
de grande taille peuvent étre présentes, mais elles doivent représenter moins de 10% du

nombre total de cellules pour le diagnostic de CBPC « pur ».

-Le CBPC « composite » (ou hétérogéne) (~20% des cas) : défini par une combinaison
d’un CBPC avec un autre contingent carcinomateux non a petites cellules. Les
contingents les plus fréquemment retrouvés dans les CBPC composites sont les
carcinomes a cellules larges ou les carcinomes neuroendocrines a grandes cellules
(LCNEC), caractérisés par un cytoplasme plus abondant et I’expression des
cytokératines 5 et 6 (CKS5 et CK6) ainsi que du marqueur épidermoide p40 (Figure 2).
Une association avec un adénocarcinome est ¢galement possible. Le CBPC composite
est plus couramment reconnu dans les échantillons chirurgicaux que dans les petites
biopsies, probablement en raison de 1’augmentation des artéfacts de compression et du
nombre moindre de cellules dans ces dernicres. La présentation clinique, la réponse a la
chimiothérapie et le taux de survie des patients atteints d’'un CBPC composite sont
similaires a ceux des patients touchés par un CBPC pur, bien que la fréquence des

tumeurs périphériques et résécables soit plus élevée pour le CBPC composite.
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Figure 2 : Histopathologie des CBPC (adaptée de Rudin et al., 2021). H&E : hématoxyline
et éosine. SQ : carcinome épidermoide.

2. La classification TNM et grade tumoral

La classification TNM, développée par I’Union Internationale Contre le Cancer (UICC) et
I’ American Joint Committee on Cancer (AJCC), est couramment utilisée pour classer les
cancers, y compris ceux du poumon. Cette classification TNM est identique pour les CBNPC

et les CBPC et prend en compte trois parameétres principaux :

- Taille et extension de la tumeur primaire (T) : classée de TO a T4. Le chiffre augmente
a mesure que la tumeur grossit et se rapproche des structures majeures dans la poitrine,
telles que les grandes voies respiratoires des poumons, le ceeur, les vaisseaux sanguins
ou les tissus situés a I’extérieur des poumons.

- Atteinte des ganglions lymphatiques régionaux (N) : classée de NO a N3, selon le degré
d’atteinte des ganglions lymphatiques et leur proximité avec la tumeur.

- Présence de métastases a distance (M) : classée de MO a M1, selon la présence ou non

de métastases dans des organes distants.
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Une lettre (a, b ou c) peut étre ajoutée a chacun des paramétres afin de fournir une plus grande

précision sur leur étendue (Tableau 2).

Tableau 2 : Classification TNM des cancers broncho-pulmonaires (adapté de Rami-Porta
et al., 2024).

Tx Tumeur primaire non connue ou confirmée par la détection de cellules malignes dans les sécrétions bronchopulmonaires
mais non détectables par les examens radiologiques et endoscopiques

TO Absence de tumeur identifiable

Tis Carcinome in situ

T1 Une tumeur de 3 cm ou moins, confinée dans le poumon ou la plévre viscérale, sans indication d'envahissement au-dela des

bronches lobaires
Tlmi adenocarcinome minimalement invasif
Tla <lcm
Tlb >lcmet<2cm
Tlc >2cmet<3cm

T2 Une tumeur mesurant plus de 3 cm mais moins de Scm, présentant l'un des éléments suivants :
-envahissement d'une bronche souche, quelle que soit la distance par rapport a la bifurcation trachéale, mais sans
atteindre la bifurcation elle-méme,
-envahissement de la plévre viscérale,
-présence d'une atélectasie ou d'une pneumonie obstructive s'étendant a la région hilaire.
T2a >3 cmmais <4cm
T2b >4cmet<5cm

T3 Une tumeur mesurant plus de 5 cm et moins de 7 cm, ou associée a un(des) nodule(s) tumoral(aux) distinct(s) dans le méme
lobe, ou présentant au moins 1'un des caractéres invasifs suivants :
-atteinte de la paroi thoracique,
-envahissement du nerf phrénique,
-atteinte de la plevre pariétale ou du péricarde.

T4 Une tumeur mesurant plus de 7 cm ou associée a un(des) nodule(s) pulmonaire(s) distinct(s) présentant un envahissement
quelconque parmi les suivants :
-médiastin,
-coeur ou gros vaisseaux,
-trachée,
-diaphragme,
-nerf récurrent,
-oesophage,
-corps vertébraux,
-carene.

Nx Invasion locorégionale inconnue
NO Absence de propagation aux ganglions lympatiques régionaux

N1 Métastases dans les ganglions lymphatiques péri-bronchiques et/ou hilaires ou intrapulmonaires du méme hémithorax, y
compris une extension directe

N2 Meétastases dans les ganglions lymphatiques médiastinaux ou sous-carénaires du méme hémithorax
N2a : Métastases dans un seul ganglion médiastinal du méme c6té ou dans la station ganglionnaire sous-carénaire
N2b: Métastases dans plusieurs ganglions médiastinaux ipsilatéraux avec ou sans atteinte de la station ganglionnaire
sous-carénaire

N3 Meétastases dans les ganglions médiastinaux contralatéraux, hilaires contralatéraux, scalénes ou supraclaviculaires
MO Aucune métastase a distance
Ml Existence de métastases :

Mla: Tumeur avec des nodules pleuraux ou péricardiques ou des épanchements pleuraux ou péricardiques malins,
nodules tumoraux séparés dans un lobe controlatéral
M1b : Une seule métastase extrathoracique dans un ou plusieurs organes distants
Mlc: Plusieurs métastases extrathoraciques dans un ou plusieurs organes distants
MIcl : Plusieurs métastases extrathoraciques dans un seul organe distant
MIc2 : Plusieurs métastases extrathoraciques dans plusieurs organes distants

L’analyse combinée des coefficients attribués a chacun des trois parametres permet ensuite de
déterminer un stade d’évolution de la maladie. Pour les cancers bronchiques, les stades vont de

[ a1V (Tableau 3).



Tableau 3 : Stadification selon la 8™ classification TNM des cancers broncho-
pulmonaires. Les tumeurs TisNOMO correspondent au stade 0. Les tumeurs
T1a(mi)NOMO appartiennent au stade IA-1.

IA-1 1B IIA I11B
IA-2 1B 1A I11B
TA-3 1IB 1A I11B

IB 1B IIA I1IB
IIA 1IB IIA I1IB
1IB IITA I11B Ic
IIA IIIA I11B 11 (0

La classification TNM est préférée au systeme de stadification « limité» et « avancé » du
CBPC, issu de pratiques cliniques antérieures ou la simplicité et I’efficacité dans la prise de
décision thérapeutique était primordiales. Cette approche, développée par le Veterans
Administration Lung Study Group (VALSG) dans les années 1950, est définie comme suit
(Figure 3) :

- Le stade limité (/imited stage) : lorsque le cancer est contenu dans un seul c6té de la
poitrine. Ce stade inclut également le cancer ayant atteint les ganglions lymphatiques
voisins.

- Le stade avancé (extended stage) : lorsque le cancer s’est largement propagé au-dela
du poumon initial, atteignant 1’autre poumon, les ganglions lymphatiques ¢loignés, ou
d’autres parties du corps, y compris la moelle osseuse. Cela inclut également les cas ou
le cancer s’est propagé au liquide autour du poumon (épanchement pleural) ou du coeur

(épanchement péricardique).
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Figure 3 : Classification des CBPC selon le VALSG.

Les cliniciens sont aujourd’hui fortement encouragés a utiliser le systeme de stadification TNM
(Shepherd et al., 2007; Vallieres et al., 2009). En effet, ce systéme offre une meilleure
discrimination anatomique de la pathologie ainsi qu’une description ganglionnaire et
pronostique plus précise. Par exemple, le systeéme de classification du VALSG ne distingue pas
les patients présentant un CBPC a un stade précoce (T1-T2, NO-N1, M0) de ceux atteints d’une
maladie localement avancée (tout T, N2-N3, MO0).

L’utilisation de la classification TNM est donc largement avantageuse pour définir les stratégies
de traitement optimales. Néanmoins, le systeme de classification du VALSG est encore
largement utilisé tant dans la conception des essais cliniques que dans la présentation des

données qui en découlent.

1. Définition et fonctions biologiques

Une cellule neuroendocrine est une cellule spécialisée qui présente des caractéristiques a la fois
des cellules nerveuses (neurones) et des cellules endocrines. Ses principales caractéristiques

sont les suivantes :



- Production et sécrétion d’hormones : comme les cellules endocrines, les cellules
neuroendocrines sont capables de synthétiser et de sécréter une ou plusieurs hormones.

- Réception et réponse aux signaux neuronaux : comme les neurones, les cellules
neuroendocrines peuvent recevoir des signaux nerveux et possedent des récepteurs pour
divers neurotransmetteurs, ce qui leur permet de répondre aux stimuli neuronaux.

- Localisation : elles sont présentes dans tout 1’organisme, y compris dans le systéme
nerveux central, le tractus gastro-intestinal, les poumons ainsi que d’autres tissus
glandulaires.

- Fonction : elles jouent un rdle crucial dans I’intégration des systémes nerveux et
endocrinien, facilitant la coordination de nombreuses fonctions physiologiques telles

que le métabolisme, la croissance, la reproduction et la réponse au stress.

Les cellules neuroendocrines pulmonaires sont des cellules épithéliales spécialisées des voies
respiratoires, présentes sous forme de cellules isolées ou de groupes appelés corps
neuroépithéliaux (NEB) dans I’épithélium respiratoire (Figure 4). Elles sont généralement
situées a proximité des bifurcations des voies respiratoires (Kuo & Krasnow, 2015) et sont
innervées par des fibres nerveuses provenant principalement du systéme nerveux autonome.
Ces fibres nerveuses transmettent des signaux qui régulent I’activité des PNEC, notamment
leurs sécrétions de neurotransmetteurs et de substances chimiques telles que la sérotonine (5-
HT) ou la calcitonine. Les PNEC peuvent interagir avec d’autres types de cellules pulmonaires,
comme les cellules nerveuses, immunitaires et épithéliales telles que les cellules Club et les
cellules ciliées, contribuant ainsi a la régulation de divers processus physiologiques des voies
respiratoires. De plus, les PNEC possedent également des propriétés de cellules souches et
semblent jouer un role crucial dans la réponse régénérative aux lésions graves des voies

respiratoires (Hogan et al., 2014).
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Figure 4 : Représentation schématique de I’organisation des cellules neuroendocrines
pulmonaires et des corps neuroépithéliaux au sein de I’épithélium respiratoire (adaptée
de Noguchi et al., 2020).

2. Origine embryologique

Les cellules endocrines peuvent s’organiser en organes autonomes, comme la thyroide ou les
glandes surrénales, ou s’associer a d’autres populations cellulaires au sein d’un tissu. C’est le
cas des cellules neuroendocrines pulmonaires, qui font partie du tissu endocrinien diffus, situé
a proximité des muqueuses respiratoires et digestives. L’origine embryologique de ce systéme
endocrinien diffus est complexe et a longtemps fait 1’objet de discussions. Le concept APUD
(Amine Precursor Uptake and Decarboxylation) a ét€ proposé pour la premiére fois par
I’anatomiste A. E. Pearse en 1968. Ce concept supposait que toutes les cellules du systéme
endocrinien diffus provenaient de précurseurs issus de la créte neurale, qui migraient ensuite
vers les tissus périphériques ou elles se localisaient de maniére définitive pour former les
cellules endocrines dispersées. Il est désormais établi que les cellules constituant le systéme
endocrine diffus ne proviennent pas de précurseurs issus de la créte neurale, mais se forment
localement a partir des mémes cellules progénitrices que les autres cellules épithéliales

environnantes (Day & Salzet, 2002).

Les cellules neuroendocrines pulmonaires se développent donc a partir de progéniteurs
épithéliaux pulmonaires embryonnaires. Le marquage a la thymidine-3H pendant la gestation
tardive du hamster syrien a fourni des preuves expérimentales soutenant 1’origine

endodermique des PNEC (Hoyt et al., 1990). De plus, d’autres études de tracage de lignage



cellulaire utilisant des souches murines Id2-CreERT2 ont démontré que les PNEC proviennent
de progéniteurs de I’épithélium pulmonaire, en particulier des progéniteurs situés dans les

bourgeons pulmonaires (Rawlins et al., 2009).

La différenciation des PNEC a partir de progéniteurs épithéliaux et le développement des NEB
se produisent simultanément pendant le développement de 1’épithélium pulmonaire. Deux
facteurs de transcription jouent un réle primordial dans la détermination du destin cellulaire
lors de la différenciation des PNEC : ASCLI et Hairy and Enhancer of Split 1 (Hes1). ASCL1
présente une distribution dispersée dans les bronches murines dés le début du développement
épithélial, a partir du jour embryonnaire (E) 12.5, avant I’apparition d’autres types de cellules
épithéliales pulmonaires (Rawlins et al., 2009). De plus, les cellules progénitrices murines
mutées pour le géne Ascll ne parviennent pas a se différencier en PNEC, soulignant ainsi le

role essentiel d’ASCL1 dans leur différenciation (Ito et al., 2000).

Dans I’épithélium pulmonaire en développement, contrairement aux PNEC exprimant ASCLI1,
les autres cellules voisines se caractérisent par I’expression du répresseur de transcription Hes1
(Figure 5). 1l a été démontré que la différenciation des PNEC est augmentée chez les souris
déficientes en Hesl, ce qui suggere que Hesl limite la lignée des PNEC (Ito et al., 2000). I a
¢également ét¢ montré que les PNEC de 1’épithélium pulmonaire en développement expriment
les ligands Notch Delta Like Ligand 1-4 (DLL1, DLL4) et Jagged 1-2 (JAG1 et JAG2) (Post et
al., 2000). Chez les souris triple-knockout (KO) pour les récepteurs Notch1, Notch2 et Notch3,
le nombre et la taille des NEB sont significativement augmentés, indiquant que les récepteurs
Notch limitent également la lignée PNEC pendant le développement pulmonaire. En revanche,
les souris transgéniques exprimant le récepteur Notchl possédent moins de PNEC (Morimoto

et al., 2012).
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Figure 5 : Détermination du destin cellulaire des progéniteurs épithéliaux respiratoires
par la régulation de I’interaction entre Notch/Hes1 et ASCL1 (adaptée de Noguchi et al.,
2020). NICD : domaine intracellulaire de Notch.

3. Pathologies respiratoires

De nombreuses études ont démontré que des altérations de la structure histologique et des
fonctions physiologiques des PNEC sont retrouvées dans diverses pathologies humaines,
notamment les cancers. Par exemple, le cancer bronchique a petites cellules est un type de
cancer neuroendocrinien qui partage de nombreuses caractéristiques morphologiques et
fonctionnelles avec les PNEC (Bensch et al., 1968). Il a également été démontré que, dans la
majorité des cas cliniques, les PNEC sont a I’origine de la formation des CBPC (Sutherland et
al.,2011). Nous avons précédemment mentionné que les PNEC sont capables de sécréter divers
neurotransmetteurs, dont la 5-HT, qui agit comme un facteur de croissance autocrine et
bronchoconstricteur. La libération de ce neurotransmetteur est régulée chez ces cellules par le
récepteur nicotinique de I’acétylcholine alpha-7 (nAChR alpha-7). La nicotine et son dérivé
carcinogene, la NNK, se lient au récepteur nAChR alpha-7 des cellules neuroendocrines
pulmonaires, entrainant la libération de 5-HT et I’activation de cascades de signalisation
cellulaire associées a la croissance tumorale médiée par la protéine kinase C (PKC) ainsi que
par la protéine kinase activée par les mitogeénes Raf-1 (Schuller et al., 2003). L’exposition a un
taux ¢élevé de CO; agit de manicre synergique. L’exposition chronique des PNEC au NKK
augmente I’activité du récepteur nAChR alpha-7 et de sa voie de signalisation sérotoninergique,

ce qui pourrait favoriser le développement du CBPC chez les fumeurs.



Une hyperplasie des PNEC a également été rapportée dans diverses maladies pulmonaires
courantes telles que I’asthme ou la bronchopneumopathie chronique obstructive, mais aussi
dans des maladies moins répandues comme la dysplasie bronchopulmonaire (BPD), les hernies
diaphragmatiques congénitales (CDH) ou encore I’hyperplasie des cellules neuroendocrine du

nourrisson (NEHI) (Figure 6).
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Figure 6 : Hyperplasie des PNEC et maladies respiratoires (adaptée de Noguchi et al.,
2020).

1. Caractéristiques de la tumorigenése et variations génétiques

Contrairement aux CBNPC, pour lesquels les conditions précancéreuses fournissent des
informations précieuses sur 1’origine des adénocarcinomes pulmonaires et des carcinomes
épidermoides, la croissance rapide du cancer du poumon a petites cellules empéche la détection
de telles Iésions précoces. Par conséquent, le processus de formation de ce type de cancer reste

mal compris.

Le profilage mutationnel des tumeurs de CBPC révéele une signature claire liée au tabagisme,
fournissant une preuve directe que les agents carcinogénes du tabac sont responsables de

I’initiation du CBPC (George et al., 2015). En revanche, le profilage génomique n’a pas permis



d’identifier des sous-types évidents de CBPC définis par des mutations spécifiques. Ce résultat
pourrait étre attribu¢ au faible nombre d’échantillons de tumeurs analysés. Aucune différence
mutationnelle cohérente n’a été observée en fonction de I’origine ethnique ou du statut
tabagique, bien que l’on puisse s’attendre a une prévalence plus élevée des facteurs
oncogéniques chez les rares patients atteints d’un CBPC n’ayant jamais fumé, comparativement

aux fumeurs (Zhou et al., 2018a).

Il a été démontré que ’inactivation concomitante des suppresseurs de tumeurs p53 et RB (codés
respectivement par 7P53 et RBI) est nécessaire a la tumorigeneése chez la majorité des patients
atteints de CBPC (George et al., 2015; Harbour et al., 1988; Takahashi et al., 1989). Ces
événements de double inactivation ciblent généralement les cellules neuroendocrines
pulmonaires exprimant le facteur de transcription (TF) ASCLI, et déclenchent les processus
moléculaires nécessaires au développement de la tumeur. Une étude préclinique a suggéré que
la perte de 7p53 et de RbI méne a la transformation des PNEC et des cellules alvéolaires de
type 2 en CBPC, bien que la conversion soit moins efficace dans ces dernieres. Par conséquent,
le CBPC se développe préférentiellement a partir des cellules neuroendocrines pulmonaires,
mais il peut aussi, bien que plus rarement, se former a partir d’autres types de cellules
épithéliales pulmonaires, telles que les cellules alvéolaires de type 2, les cellules basales ou les

cellules Club (Drapkin & Rudin, 2021; Sutherland et al., 2011).

Des études récentes suggerent également que certaines tumeurs de CBPC présentent des
signatures d’expression transcriptionnelle similaires a celles des cellules tuft. Il est donc tres
probable que ces tumeurs proviennent de ces cellules épithéliales chimiosensorielles des voies
respiratoires (Figure 7). Ces tumeurs se caractérisent par des morphologies tres différentes de
la forme neuroendocrine classique de cette maladie (Huang et al., 2018). Il a également été
démontré que les cellules souches indifférenciées peuvent donner naissance a des tumeurs de

CBPC par I’inactivation de NOTCH, TP53 et RBI (Chen et al., 2019).

Enfin, bien que peu fréquents, les adénocarcinomes pulmonaires activés par EGFR ou ALK
peuvent également se transdifférencier en un phénotype de CBPC en raison de la plasticité
induite par les traitements de thérapies ciblées, telles que les inhibiteurs de tyrosine kinase
(Gazeu et al., 2023; Quintanal-Villalonga et al., 2020). Cette transition histologique se
manifeste chez environ 15% des adénocarcinomes pulmonaires porteurs de mutations EGFR.

Les tumeurs transdifférenciées présentent un comportement clinique similaire a celui des CBPC



primaires, avec une croissance tumorale rapide et une dissémination métastatique précoce.
Ainsi, comme mentionné précédemment, les cellules alvéolaires de type 2 (a I’origine des
adénocarcinomes pulmonaires), ont également la capacité de se transformer en CBPC (Oser et

al., 2015).

Il est important de noter qu’une transdifférenciation similaire peut également se produire dans
le cancer de la prostate. Dans ce cas, l'adénocarcinome de la prostate peut acquérir les
caractéristiques histologiques d'un cancer neuroendocrine a petites cellules aprés avoir
développé une résistance aux thérapies systémiques traditionnelles. Ces cancers
neuroendocrines résistants a la castration ont une origine clonale des adénocarcinomes de la
prostate, mais présentent un phénotype neuroendocrine différencié unique, souvent

accompagné d'altérations récurrentes des genes 7P53 et RBI (Puca et al., 2019).
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Figure 7 : Origines cellulaires et altérations génomiques dans le cancer bronchique a
petite cellule (adaptée de Megyesfalvi et al., 2023).

Les protéines RB et p53 jouent toutes deux un rdle crucial dans le contrdle de la progression du
cycle cellulaire : RB agit comme un frein important a I’entrée en phase S, tandis que p53
intervient dans plusieurs mécanismes de régulation du cycle cellulaire, en déclenchant I’arrét
de la division cellulaire ou en induisant la mort cellulaire programmée en réponse a divers stress
cellulaires, tels que des anomalies dans la réplication de I’ADN (Mollaoglu et al., 2017). Cette

double inactivation des geénes suppresseurs de tumeurs se distingue des altérations génétiques



primaires observées dans de nombreux cancers solides, comme les CBNPC, ou les mutations
oncogéniques activatrices jouent un role essentiel dans le développement tumoral (Huang et al.,

2015).

En plus de la perte de TP53 et RBI1, le séquencage du génome a révélé d’autres altérations
génétiques fréquentes dans le CBPC, notamment celles associées a la différenciation
neuroendocrine et a la sensibilité ou a la résistance aux traitements thérapeutiques (George et
al., 2015). Une proportion réduite mais significative des tumeurs de CBPC se caractérise par
une amplification récurrente de BCL2, des membres de la famille MYC, ainsi que par la perte
du suppresseur de tumeur PTEN (Peifer et al., 2012). L’expression accrue du gene MYCL est
associée a une forte expression des marqueurs neuroendocrines et a des niveaux élevés du
facteur de transcription ASCL1 (Figure 8). En revanche, 1’amplification de MYC (c-MYC)
favorise un phénotype a faible expression des marqueurs neuroendocrines et une morphologie
variée, comme nous le détaillerons plus loin (Ireland et al., 2020). La surexpression du géne
anti-apoptotique BCL2 est une caractéristique du CBPC, agissant comme un promoteur de la
carcinogenese et de la progression du cancer en conférant une résistance a la mort cellulaire. I1
est également important de noter que BCL2 est une cible transcriptionnelle régulée par le facteur

de transcription ASCL1 (Borromeo et al., 2016).

Les altérations des régulateurs épigénétiques sont également courantes dans le CBPC et
pourraient jouer un réle dans les changements de 1’état cellulaire (Gardner et al., 2014). En
effet, une délétion du gene KMT2D, qui code pour I’histone méthyltransférase 2D, est observée

dans environ 8% des tumeurs de CBPC (Hystad et al., 2013).
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Figure 8 : Tumorigenése du CBPC (adaptée de Gazdar et al., 2017).



Parmi les autres altérations génétiques fréquentes dans le CBPC, on trouve la mutation
activatrice du géne codant pour la sous-unité catalytique o de la phosphatidylinositol-4,5-
biphosphate 3-kinase (PIK3CA), ainsi que les délétions des génes codant la CREB Binding
Protein (CREBBP) et pour les membres de la famille des protéines RB, p107 et p130 (Tableau
4).

Tableau 4 : Génes principalement altérés dans le CBPC (adapté de Rudin et al., 2021).
RAS : rat sarcoma, mTOR : mammalian target of rapamycin.

Altérations génétiques fréquentes dans le CBPC

Geéne Fréquence (%) Altération Fonctions principales
TP53 89 Délétion Suppresseur de tumeur ; réponse au stress ; régulation de la transcription
RBI 64 Délétion Suppresseur de tumeur ; régulation du cycle cellulaire ; répression de la transcription
KMT2D 13 Délétion Suppresseur de tumeur ; modification des histones ; remodelage de la chromatine
PIK3CA 7 Mutation activatrice Oncogene ; voie de signalisation PTEN-mTOR
PTEN 7 Délétion Suppresseur de tumeur ; voie de signalisation PTEN-mTOR
NOTCH]I 6 Mutation inactivatrice Suppresseur de tumeur ; signalisation cellulaire
CREBBP 5 Délétion Oncogéne ; voie de signalisation RAS
EGFR 4 Mutation activatrice Oncogene ; voie de signalisation RAS
NOTCH3 2.9 Délétion Suppresseur de tumeur ; signalisation cellulaire

2. Classification neuroendocrine

Comme mentionné précédemment, le cancer du poumon a petites cellules a historiquement été
classé comme une tumeur maligne neuroendocrine. Cette classification repose sur la présence,
dans la majorité des cellules de CBPC, de granules éparpillés, de petite taille et a noyau dense,
caractéristiques ultrastructurales des cellules neuroendocrines pulmonaires (Bensch et al.,
1968).

A la fin des années 1970, un grand nombre de lignées cellulaires de CBPC a été établi a partir
de tumeurs humaines par les équipes des chercheurs J.D. Minna et A.F. Gazdar (Carney et al.,
1985; Gazdar et al., 1985). L’analyse des caractéristiques morphologiques de ces lignées a

permis de les classer en deux phénotypes principaux :

-un phénotype « classique », plus courant, qui se développe principalement sous forme
d’agrégats sphériques de cellules flottantes, avec ou sans nécrose centrale (Figure 9). 11
est caractérisé par une morphologie typique, avec une forte expression des marqueurs
neuroendocrines et un modele de croissance non-adhérente en culture cellulaire (Carney

et al., 1985). Les lignées classiques partagent des similarités histologiques avec les



carcinomes a petites cellules extrapulmonaires, issus des systémes gastro-intestinal et

génito-urinaire (Berniker et al., 2015).

-L’autre phénotype est appelé « variant » et correspond aux lignées développées a
partir de tissus tumoraux prélevés sur des patients en rechute. Les cellules de ce
phénotype sont alors plus grandes, présentant un nucléole proéminent, une perte
partielle ou compléte des propriétés neuroendocrines, ainsi qu’une signature génétique
de la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT). En culture cellulaire, ces cellules
forment une monocouche adhérente (Gazdar et al., 1985). De plus, les cellules variantes
présentent des modeles de croissance et des morphologies distinctes in vivo, ainsi qu’une

résistance relative aux traitements standards (Carney et al., 1985).
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Figure 9 : Phénotype « classique » et « variant » du CBPC selon Adi F. Gazdar en 1985
(adaptée de Megyesfalvi et al., 2023).

3. Classification moléculaire

A I’exception de la classification basée sur le phénotype « classique » ou « variant » établie en
1985, le cancer bronchique a petites cellules a été considéré pendant des décennies comme une
entité unique et homogene, tant sur le plan clinique qu’au laboratoire. En conséquence, aucune
prédétermination de 1’expression de marqueurs moléculaires prédictifs n’était prise en compte

dans les protocoles d’étude clinique (Rudin et al., 2019; Schwendenwein et al., 2021).



Cependant, les récentes avancées dans les études de profilage et le développement de modéeles
précliniques ont permis de préciser la classification des CBPC (Drapkin & Rudin, 2021). Les
tumeurs de CBPC peuvent désormais étre catégorisées en sous-types basés sur leur profil
d’expression de marqueurs neuroendocrines bien connus : hautement neuroendocrine (NE-
high), faiblement neuroendocrine (NE-low) et non neuroendocrines (non-NE) pour celles qui
ne présentent aucun signe de différenciation neuroendocrine. De plus, ces sous-types peuvent
¢galement étre définis par des systémes de notation associés a ’EMT (Gazdar et al., 2017,
Jordan et al., 2017; Lohinai et al., 2019; Zhang et al., 2018a). Il convient é¢galement de souligner
que ces sous-groupes présentent des différences majeures dans leur paysage immunologique.
Les tumeurs NE-high et NE-low sont généralement considérées comme des « déserts »
immunitaires, caractérisés par un tres faible nombre de lymphocytes T infiltrants. En revanche,

les tumeurs non-NE affichent une immunogénicité accrue (Dora et al., 2020).

Bien que le paysage mutationnel des tumeurs de CBPC ne semble pas encore permettre une
classification précise, les connaissances émergentes suggerent que les sous-types de CBPC
pourraient étre déterminés par I’expression de facteurs de transcription spécifiques (Rudin et
al., 2019) (Figure 10). Les tumeurs de CBPC, qu’elles soient de stade « limité » ou « avancé »,
ont été stratifiées en quatre principaux sous-types basés sur 1’expression ¢levée des TF
suivants : ASCL1 (sous-type CBPC-A), NEURODI1 (sous-type CBPC-N), POU class 2
homeobox 3 (POU2F3, sous-type CBPC-P) et Yes-associated protein 1 (YAPI, sous-type
CBPC-Y). Il a également ét¢ démontré que les niveaux d’expression de ces facteurs de
transcription définissent ces mémes sous-types distincts dans les ganglions lymphatiques
métastatiques (Handa et al., 2023). Ces quatre sous-types sont d’une grande importance clinique
car ils sont corrélés a des réponses thérapeutiques, des vitesses de croissance, des modifications
génétiques et des pronostics significativement différents (Baine et al., 2020; Poirier et al.,

2020).
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Figure 10: Classification hiérarchique des sous-types de CBPC en fonction de
I’expression relative de quatre facteurs de transcription clés (d'apreés Rudin et al., 2021).

Le sous-type CBPC-A, défini par l'expression d'ASCL1, est le plus courant, représentant
environ 70 % des cas de CBPC. D’un point de vue pathologique, ces tumeurs se caractérisent
par une expression ¢élevée des marqueurs NE et une morphologie « classique »
(Schwendenwein et al., 2021). Une étude ultérieure a proposé une subdivision des tumeurs
guidées par ASCL1 en deux sous-groupes nommés « CBPC-A » et « CBPC-A2 », caractérisés

par des niveaux d’expression différents du facteur de transcription Hes1 (Wooten et al., 2019).

Le sous-type CBPC-N a été identifi¢ comme un ensemble distinct en raison de sa forte
expression du facteur de transcription NEUROD1, impliqué dans la différenciation neuronale,
ainsi que de sa sensibilit¢ au virus de la vallée du Seneca, un virus oncolytique ciblant
spécifiquement les cellules tumorales (Poirier et al., 2013). Ces tumeurs présentent
généralement une expression des principaux marqueurs NE plus faible que celle observée dans
le sous-type CBPC-A, tout en conservant néanmoins une morphologie « classique » de CBPC
dans la majorité des cas. Il convient également de noter ’existence des tumeurs « mixtes »,
présentant une expression des TF ASCL1 et NEURODI. Ce groupe de tumeurs est nommé
« CBPC-AN » (Baine et al., 2020).

POU2F3 est un régulateur transcriptionnel majeur des cellules tuft, un type cellulaire rare connu
pour ses fonctions chimiosensorielles et immunorégulatrices (Huang et al., 2018). Ces cellules
sont présentes dans divers types d’épithéliums, et aussi connues sous le nom de « cellules en
touffe » (Baine et al., 2022). Les tumeurs du sous-type CBPC-P ne montrent aucune expression

des marqueurs NE classiques et présentent donc un phénotype « variant». Ces CBPC
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représentent une forme particuliere de la maladie, suggérant une origine cellulaire différente de
celle des sous-types CBPC-A et CBPC-N (Huang et al., 2018). Cliniquement, une forte
expression de POU2F3 a récemment été associée a de meilleures perspectives de survie chez
les patients de CBPC apres chirurgie (Qi et al., 2022). Toutefois, des études de survie menées
sur des patients présentant un stade avancé de la maladie ont donné des résultats contradictoires

(Gay et al., 2021). La compréhension de sa pertinence clinique reste donc limitée a ce jour.

Comme mentionné précédemment, un quatriéme sous-type, caractérisé par 1’activation du
facteur de transcription YAP1 a été suggéré en 2019. Cependant, ce sous-type n’a pas été
confirmé par de nouvelles recherches, et I’existence d un sous-type distinct CBPC-Y reste donc
controversée (Caeser et al., 2022; Megyesfalvi et al., 2022). Récemment, une étude a finalement
identifi¢ un sous-type de CBPC « inflammatoire » (CBPC-I), caractérisé par une signature
génétique inflammatoire et mésenchymateuse, ainsi que par I’absence d’expression des trois

facteurs de transcription ASCL1, NEURODI et POU2F3 (Gay et al., 2021) (Figure 11).
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Figure 11 : Classification actuelle des CBPC (adaptée de Megyesfalvi et al., 2023).
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Il convient également de mentionner qu’un sous-type rare de CBPC, caractérisé par une
expression élevée du facteur de transcription ATOHI1, pourrait exister. Les caractéristiques
génomiques spécifiques de ce sous-type restent, a ce jour, largement méconnues (Simpson et

al., 2020).

La caractérisation des sous-types de CBPC a considérablement amélioré notre compréhension
de la maladie, mais de nombreuses questions subsistent quant a I’évolution de ces sous-types

au fil du temps et en réponse aux cycles de traitement.

4. Hétérogénéité et plasticité tumorale

Pendant de nombreuses années, des travaux ont tenté de mieux comprendre la pathologie de
ces cancers en se focalisant sur I’hétérogénéité tumorale entre différents groupes de patients.
De nouvelles études se développent visant a comprendre I’hétérogénéité intratumorale, ainsi
que les interactions que les cellules cancéreuses peuvent entretenir avec les cellules a proximité

qui constituent le microenvironnement tumoral (TME).

La diversité intratumorale chez les cancers bronchiques a petites cellules peut se manifester a
différents niveaux, tels que la morphologie et le type cellulaire infiltrant la tumeur (ie. cellules
immunitaires, fibroblastes etc.), le profil génétique ou I'expression des protéines. Cette
hétérogénéité présente généralement des défis importants en maticre de diagnostic et de
traitement, car les sous-populations de cellules tumorales peuvent répondre de maniére variable

aux thérapies disponibles.

Bien qu’un sous-type moléculaire dominant puisse étre identifi¢ dans la plupart des cas, des
¢études récentes ont révélé la présence d’une hétérogénéité intratumorale considérable au sein
des tumeurs de CBPC (Gay et al., 2021). Celle-ci peut se manifester de plusieurs fagcons. Dans
certains cas, les tumeurs présentent a la fois des cellules fortement positives pour 1’expression
des marqueurs spécifiques d’un sous-type, ainsi que d’autres cellules négatives pour ces mémes
marqueurs au sein d’une méme zone. Dans des modeles murins génétiquement modifiés
(GEMM) de CBPC, la variation intratumorale de D’activit¢ de la voie Notch régit la
juxtaposition de cellules neuroendocrines chimiosensibles (faible activit¢ de Notch) et de

cellules non-neuroendocrines chimiorésistantes (forte activité de Notch) (Lim et al., 2017).



Dans d’autres cas, ces deux groupes de cellules peuvent étre localisés dans des régions

spatialement séparées (Megyesfalvi et al., 2022).

Outre les enjeux diagnostiques que ces phénomenes soulévent, ces observations suggerent
¢galement une possible évolution temporelle entre les sous-types avec des passages d’un stade
a l’autre. Cette évolution fait référence au concept de plasticité tumorale qui, quant a elle,
désigne la capacité¢ des cellules tumorales a changer de phénotype ou de comportement en
réponse a des signaux. En effet, des analyses supplémentaires de séquencage d’ARN de cellules
uniques (scRNAseq) de tumeurs de GEMM suggerent que MYC est capable d’activer la voie
Notch pour favoriser la dédifférenciation des cellules NE d’un état ASCL1+ en cellules
NEUROD1+ puis en cellules non-NE YAP1+ (Ireland et al., 2020). Ainsi, le sous-type CBPC-
A pourrait étre le précurseur des sous-types CBPC-N et -Y. Les sous-types moléculaires de
CBPC ne sont donc finalement pas nécessairement distincts, mais représenteraient plutdt des
étapes dynamiques de I’évolution tumorale induite par des voies de signalisation diverses telles
que MYC. Conformément a ces observations, d’autres équipes ont également démontré la
présence de plusieurs sous-types transcriptionnels au sein d’une méme tumeur humaine de

CBPC (Gay et al., 2019; Gay et al., 2021; Simpson et al., 2020).

Une étude récente a récemment mis en évidence qu'une discordance de 'expression génique
existe entre les tumeurs primaires et les métastases ganglionnaires correspondantes chez des
patients de CBPC. En effet, le profil NE des ganglions lymphatiques métastatiques ne refléte
pas celui de la tumeur primaire, suggérant une hétérogénéité intertumorale au sein d’un méme

patient (Lohinai et al., 2019).

Il est également important de mentionner qu’en plus des sous-types, une hétérogénéité
dynamique existe pour I’expression de plusieurs cibles thérapeutiques, telles que DLL3, les
kinases Aurora A et B (AURKA et AURKB), et la poly (ADP-ribose) polymérase 1 (PARP1)
(Stewart et al., 2020).

Compte tenu des vulnérabilités thérapeutiques uniques rapportées pour chaque sous-type, il est
probable que les CBPC représentent une cible thérapeutique « mobile », nécessitant des
approches plus générales, combinatoires ou axées sur la plasticité afin de contrer cette flexibilité

transcriptionnelle.



5. Facteurs et trajectoires des métastases

Les métastases constituent une cause majeure de morbidité chez les patients atteints de cancers.
Parmi tous les cancers solides, les CBPC se distinguent par leur propension métastatique
remarquable avec plus de 70% des patients présentant dé¢ja une maladie métastatique au
moment du diagnostic. Ces métastases sont fréquemment retrouvées dans les ganglions
lymphatiques, le cerveau, le foie et les os (Ko et al., 2021). De plus, la forte charge
mutationnelle induite par le tabagisme ainsi que la croissance rapide des tumeurs soutiennent

un modele selon lequel les tumeurs primaires pourraient étre intrinséquement métastatiques.

Les mécanismes moléculaires et cellulaires permettant aux cellules cancéreuses de former des
métastases demeurent largement méconnus, principalement en raison d’un manque de tissus
disponibles pour la recherche. Le développement de modeles murins et 1’étude des cellules
tumorales circulantes (CTC) ont permis d’améliorer notre compréhension de la biologie
métastatique du CBPC. Les patients présentent un nombre exceptionnellement élevé de CTC,
offrant ainsi une « opportunité » unique d’explorer les mécanismes impliqués dans la
dissémination métastatique, notamment les altérations génomiques, les changements
d’expression génique et I’hétérogénéité tumorale (Carter et al., 2017; Hodgkinson et al., 2014;
Hou et al., 2012). De plus, la forte présence de CTC chez les patients suggére que la circulation
sanguine constitue une voie importante pour 1’invasion tumorale de cette maladie dans les
organes distants, bien que des métastases ganglionnaires soient couramment retrouvées chez
les patients (Niho et al., 2007) et les modeles murins (Yang et al., 2018a). Chez les GEMM, les
CBPC métastasent le plus souvent dans 1’espace pleural, les ganglions lymphatiques et les
organes périphériques comme le foie, de manicre similaire a ce qui est observé chez les patients
(Meuwissen et al., 2003). Une exception notable est I’absence de métastases cérébrales chez
les modéles murins, qui pourrait étre expliquée par des différences biologiques entre les
tumeurs humaines et murines, ou plus simplement par la mort précoce des souris causée par la

tumeur primaire ou les métastases hépatiques (Ko et al., 2021).

L’analyse de tumeurs primaires et des métastases de modeles murins a permis d’identifier NFIB
comme un déterminant majeur du processus de dissémination métastatique (Denny et al., 2016;
Semenova et al., 2016). La surexpression de ce facteur de transcription chez la souris ou
certaines lignées cellulaires de CBPC favorise 1’apparition de métastases vers le foie et d’autres

organes (Denny et al., 2016; Dooley et al., 2011). De plus, I’expression de NFIB est associée a



divers programmes génétiques liés a la formation des métastases dont la migration, I’adhésion
cellulaire et la différenciation neuronale (Wu et al., 2016). NFIB stimule ¢galement diverses
étapes de la cascade métastatique en augmentant I’accessibilité de la chromatine (Denny et al.,
2016; Ko et al., 2021). Par conséquent, I’expression de NFIB est souvent corrélée a un stade

avancé de la maladie qui se traduit par une survie réduite des patients (Semenova et al., 2016).

D’autres mécanismes contribuent certainement a ce processus. Il a été¢ démontré que la liaison
de I’intégrine B1 a la matrice extracellulaire pouvait déclencher I’activation de la voie PI3K et
favoriser la survie des cellules de CBPC suite aux dommages a I’ADN (Feldman et al., 1991;
Oshita et al., 2004). En outre, de récentes recherches ont identifié¢ un réle pour I’intégrine 1
dans la migration et la capacit¢ métastatique des cellules de CBPC, notamment via la

signalisation de la Focal Adhesion Kinase (FAK) (Zhao et al., 2019).

Récemment, ’EMT a également été identifiée comme un facteur associé a la propagation
métastatique des CBPC. Etant donné que YAPI est une protéine liée 8 "EMT, son expression
accrue pourrait conférer une capacité métastatique supérieure aux cellules cancéreuses (Wu et
al., 2021). De plus, la signalisation Notch a également été associée a '’EMT dans le CBPC et
pourrait constituer un mécanisme permettant aux cellules de controler leurs caractéristiques
¢épithéliales ou mésenchymateuses (Hassan et al., 2014). Des niveaux d’expression réduits du
gene codant pour la E-cadhérine (CDHI) ont été¢ observés dans les métastases de CBPC,
suggérant que les tumeurs métastatiques pourraient présenter des caractéristiques plutot
mésenchymateuses (Bottger et al., 2019; Semenova et al., 2016). Cependant, le role de ’EMT
dans la dissémination métastatique du CBPC demeure flou, nécessitant des études plus

approfondies sur les programmes transcriptionnels qui lui sont associés.

Bien que le CBPC ait été peu étudié pendant des décennies, il pourrait bientot devenir central
dans notre compréhension conceptuelle des déterminants de la capacité métastatique. Avec une
connaissance croissante de l'impact du type de cellule d'origine et de la génétique du cancer,
nous sommes en position de découvrir 1'ensemble des mécanismes cellulaires et moléculaires
qui influencent la formation des métastases du CBPC. L'identification des mécanismes
cellulaires et moléculaires responsables de la dissémination métastatique fournira des cibles
pour le développement de thérapies personnalisées visant a prévenir la formation de métastases

pendant et aprés le traitement.



Le cancer bronchique a petites cellules se caractérise cliniquement par une localisation
principalement centrale de la tumeur primaire au sein des voies respiratoires et par une

propagation métastatique extrapulmonaire étendue au moment du diagnostic.

Compte tenu de sa croissance rapide et de son caractere agressif, la plupart des patients atteints
d’un CBPC sont symptomatiques au moment de leur prise en charge. Les symptomes se
manifestent habituellement moins de 12 semaines avant le diagnostic de la maladie et varient
en fonction de la localisation et de la taille de la tumeur primaire (Basumallik & Agarwal,

2024).

La croissance locale intrathoracique est responsable de symptomes spécifiques au moment du
diagnostic, tels que la toux, la respiration sifflante, la dyspnée, I’hémoptysie, la compression de
la veine cave supérieure entrainant un cedéme de la partie haute du corps, la compression de
I’cesophage provoquant une dysphagie et la compression du nerf laryngé récurrent produisant
une paralysie de la corde vocale gauche. La fatigue, I’anorexie, la perte de poids et les troubles
neurologiques sont associés a une propagation a distance. Les métastases se retrouvent

fréquemment dans le cerveau, le foie, les glandes surrénales et les os (Megyesfalvi et al., 2021).

Le CBPC est le sous-type de cancer du poumon le plus souvent associé¢ a des syndromes
paranéoplasiques (SNP). En effet, environ 10% des patients atteints de CBPC développent un
SNP au cours de I’évolution de leur maladie (Gandhi & Johnson, 2006; Iams et al., 2019). Les
SNP endocriniens résultent de la production ectopique d’hormones ou de peptides
biologiquement actifs par les cellules cancéreuses et incluent le syndrome de sécrétion
inappropriée d’hormone antidiurétique (STADH) ainsi que le syndrome de Cushing (Gandhi &
Johnson, 2006). Les SNP neurologiques sont, quant a eux, caractérisés par des réactions auto-
immunes déclenchées par le cancer et dirigées contre des antigénes communs aux cellules
tumorales et au systétme nerveux, appelés antigénes onco-neuronaux. Parmi les SNP
neurologiques associé¢s au CBPC, le syndrome myasthénique de Lambert-Eaton (LEMS) est le
plus couramment identifié. Il se caractérise par une faiblesse musculaire proximale et une
fatigue qui s’aggravent progressivement. Si le systéme nerveux autonome et les nerfs craniens

sont impliqués, des symptdmes tels que la sécheresse de la bouche, la constipation, la ptose et



la faiblesse respiratoire peuvent également apparaitre (Gandhi & Johnson, 2006; Lennon et al.,

1995).

En raison de I’agressivité du CBPC, un bilan diagnostique et de stratification doit étre effectué
le plus rapidement possible a ’arrivée du patient. Les radiographies postéro-antérieures et
latérales sont souvent les premiers examens d’imagerie réalisés (Panunzio & Sartori, 2020).
Cependant, environ 4% des patients atteints d’'un CBPC présentent une radiographie
pulmonaire sans anomalie apparente, ce qui rend souvent cette modalité d’imagerie non
spécifique en 1’absence de signes évidents d’envahissement (Gridelli et al., 2015). En général,
les tumeurs se manifestent sous la forme de masses hilaires visibles sur les radiographies
thoraciques, souvent associées a un élargissement médiastinal causé par 1’augmentation des
ganglions lymphatiques (Panunzio & Sartori, 2020). Lorsque la radiographie du thorax ainsi
que I’examen clinique font suspecter un cancer du poumon, il est essentiel de réaliser une
tomodensitométrie (TDM) du thorax et de la partie supérieure de I’abdomen afin d’approfondir
I’évaluation (Figure 12). Au scanner, les tumeurs de CBPC présentent habituellement des
masses avec des contours lisses, lobulés ou irréguliers. La nécrose et I’hémorragie sont assez
fréquentes, de méme que les ganglions médiastinaux volumineux. Les CBPC peuvent
¢galement se manifester sous la forme de nodules pulmonaires isolés de maniere plus
occasionnelle. La TDM est donc cruciale pour évaluer 1’extension locale de la tumeur et sa
proximité anatomique avec les structures environnantes telles que les vaisseaux sanguins, le

ceeur, la plévre, la paroi thoracique et 1’cesophage (Kalemkerian, 2012).

En plus de son utilité diagnostique, la tomographie par émission de positrons (TEP) couplée a
la TDM (TEP-TDM) peut également fournir des informations sur le pronostic (Martucci et al.,
2019; Zer et al.,, 2016). Cette technique utilise un traceur radiopharmaceutique appelé
fluorodésoxyglucose marqué au Fluor-18 (18F-FDG) afin d’identifier les cellules qui
consomment beaucoup de glucose telles que les cellules tumorales. Des niveaux plus élevés de
captation sont souvent observés dans les stades avancés de la maladie. En effet, une charge
métabolique ainsi qu’une glycolyse totale élevées sont corrélées a un pronostic défavorable

chez les patients.

Avant d’initier tout traitement, il est indispensable d’obtenir un diagnostic histologique précis
du CBPC, méme chez les patients présentant une altération de la fonction pulmonaire. Les

méthodes de prélévement sont définies par les oncologues, chirurgiens et radiologues



interventionnels, en tenant compte principalement de I’emplacement anatomique de la tumeur.
Cette décision doit également tenir compte du stade global de la maladie et de I’état général du
patient (Yung, 2003). Il est recommand¢é de diagnostiquer les 1ésions pulmonaires en utilisant

la méthode la plus simple et la moins invasive possible (Rivera et al., 2013).

Etant donné que de nombreux patients développent des métastases supraclaviculaires, une
biopsie percutanée guidée par échographie peut souvent étre la méthode la plus efficace pour
obtenir une quantité¢ suffisante de tissu pour I’analyse (van Overhagen et al., 2004). La
bronchoscopie est conseillée chez les patients dont les tumeurs se trouvent dans la région
centrale du corps (El-Bayoumi & Silvestri, 2008). Une alternative pour la stratification
médiastinale est la médiastinoscopie, qui est réalisée sous anesthésie générale. Cependant, la
bronchoscopie est une méthode moins invasive, présentant moins de complications et une

sensibilité diagnostique supérieure (Um et al., 2015).

Si les résultats de la bronchoscopie ne sont pas concluants pour poser un diagnostic, une biopsie
transthoracique a I’aiguille peut alors étre envisagée, notamment pour les 1ésions périphériques
(Rivera et al., 2007). Celle-ci est guidée par un scanner en temps réel pour optimiser le
rendement, et présente une sensibilité dépassant souvent les 90% (Borelli et al., 2022; Lee et

al., 2019).

Dans les rares cas ou aucune des méthodes précédemment mentionnées n’est efficace ou
réalisable, la biopsie chirurgicale doit étre envisagée comme une approche diagnostique finale
(Sihoe et al., 2013). De plus, chez les patients présentant un épanchement pleural accessible, il

est conseillé d’effectuer une thoracentese afin de faciliter le diagnostic (Rivera et al., 2007).

La méthode d’imagerie traditionnelle pour I’évaluation des métastases cérébrales est ’imagerie

par résonance magnétique (IRM) avec contraste (Tong et al., 2020).
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Figure 12 : Méthodes utilisées pour le diagnostic et la stratification du CBPC (adaptée de
Megyesfalvi et al., 2023).

Le CBPC possede des critéres de diagnostic bien définis, mais d’autres tumeurs partagent
certaines caractéristiques cliniques, radiologiques et histologiques. Les symptomes causés par
la croissance locale de la tumeur et la propagation métastatique intrathoracique sont des
caractéristiques cliniques retrouvées dans la majorité des cancers du poumon, y compris le
CBNPC. Les SNP ne sont pas non plus exclusivement spécifiques et peuvent étre associés de

manicre peu fréquente a d’autres tumeurs neuroendocrines (Kaltsas et al., 2010).

Le diagnostic final est donc confirmé uniquement par I’examen histopathologique complété par
la cytologie (Friih et al., 2013). La cytologie est une méthode particulierement fiable pour le
diagnostic du CBPC, car les biopsies bronchiques peuvent contenir des artéfacts d’écrasement
et de la nécrose, ce qui peut géner le diagnostic final (Raso et al., 2021). Les frottis cytologiques
et les blocs cellulaires montrent généralement de petites cellules bleues (environ 1,5 fois la
taille des lymphocytes) avec un cytoplasme peu abondant (Raso et al., 2021; Sturgis et al.,
2000). I1 est important de noter que les CBPC fortement neuroendocrines sans zone nécrotique
¢tendue se confondent avec les tumeurs carcinoides pulmonaires (Fisseler-Eckhoff & Demes,
2012). Dans ce cas, I’indice de marquage Ki67 est tres utile car il est considérablement plus

¢levé chez les CBPC que dans les carcinoides. Bien qu’il ne soit pas encore utilisé en clinique,



POU2F3 pourrait également constituer un marqueur diagnostique supplémentaire pour les
tumeurs qui présentent des niveaux d’expression faibles ou absents des marqueurs NE (Baine

et al., 2022).

Un nombre élevé de CTC est un facteur de pronostic défavorable pour les patients atteints d’un
CBPC (Tay et al., 2019). L’analyse des CTC et/ou de I’ADN libre circulant est encore au stade
expérimental aujourd’hui mais pourrait bientot contribuer a 1’évaluation des caractéristiques
tumorales, y compris [’hétérogénéité intratumorale (Almodovar et al., 2018; Stovold et al.,

2012).

1. Chirurgie

L’approche thérapeutique initiale du cancer bronchique a petites cellules varie
considérablement en fonction du stade de la maladie. La résection chirurgicale a été écartée de
I’arsenal thérapeutique du CBPC pendant des décennies, principalement en raison des résultats
peu satisfaisants des essais cliniques randomisés axés sur la chirurgie menés entre 1970 et 1990

(Fox & Scadding, 1973; Lad et al., 1994).

Néanmoins, chez les patients présentant une maladie a un stade limité (T1-T2NOMO), la
lobectomie accompagnée d’une dissection des ganglions lymphatiques médiastinaux et suivie
d’une chimiothérapie adjuvante a montré des taux de survie a 3 ans dépassant les 50%
(Shepherd et al., 1991; Tsuchiya et al., 2005). En outre, des essais récents appariés selon des
scores de propension ont rapporté des taux de survie encourageants chez des patients a un stade

plus avancé de la maladie pris en charge chirurgicalement (Combs et al., 2015; Liu et al., 2018).

Il a été¢ démontré que de bons résultats a long terme aprés une résection chirurgicale ne peuvent
étre atteints qu’avec 1’administration de plusieurs cycles de chimiothérapie systémique
adjuvante (Tsuchiya et al., 2005). Une étude menée sur une vaste cohorte de patients a ainsi
montré que le traitement par chimiothérapie adjuvante, avec ou sans radiothérapie, entraine une
augmentation significative de plus de 12% du taux de survie a 5 ans par rapport a ’absence de

traitement adjuvant (Yang et al., 2016). Cette augmentation est méme nettement supérieure au



bénéfice absolu observé avec la chimiothérapie postopératoire du cancer bronchique non a
petites cellules, ou la chimiothérapie a base de cisplatine a augmenté le taux de survie a 5 ans
de 5,4% (Pignon et al., 2008). Ainsi, les lignes directrices actuelles recommandent une
chimiothérapie adjuvante pour tous les patients de CBPC subissant une résection pulmonaire

pour un stade T1-T2NOMO (Ganti et al., 2021).

La résection anatomique, en particulier par lobectomie, le sexe (notamment avec un avantage
significatif en termes de survie chez les femmes), ainsi que la résection compléte de la tumeur
confirmée par examen pathologique (résection RO), figurent désormais parmi les facteurs
prédictifs clés associés a des résultats positifs a long terme (Rami-Porta et al., 2005; Varlotto
et al., 2011). Ici, la définition de la résection RO pourrait bientot étre renforcée par un test de
détection de cellules tumorales circulantes ou d’ADN postopératoire négatif (Rami-Porta et al.,

2020).

Il convient également de souligner qu’en cas d’atteinte ganglionnaire de stade N1 ou N2, ou en
cas de résection incomplete (R1), la chimiothérapie adjuvante doit étre complétée par une
radiothérapie thoracique (Schreiber et al., 2010; Zhang et al., 2017). Dans ce contexte, la
radiothérapie post-chirurgie diminue de maniére significative les taux de récidive locale a 1 an,

2 et 3 ans chez les patients (Zhang et al., 2017).

Il a également été prouvé que I’irradiation cranienne prophylactique (ICP) postopératoire réduit
considérablement le risque de métastases cérébrales et prolonge la survie des patients traités
pour un CBPC (Bischof et al., 2007; Xu et al., 2017). Cependant, le risque de développer des
métastases cérébrales apres avoir subi une résection chirurgicale chez les patients atteints d’un
stade précoce (en particulier d’un stade I) est généralement tres faible. Ainsi, une surveillance
active par IRM pourrait étre tout aussi efficace (Rusthoven & Kavanagh, 2017; Yang et al.,
2018Db).

Aujourd’hui encore, le réle de la chirurgie dans la prise en charge des patients de CBPC reste
discutable (Hoda et al., 2018). En effet, la gestion des patients pouvant bénéficier de ce type de
traitement suscite des débats en raison du manque d’essais cliniques comparant les approches
non chirurgicales aux méthodes chirurgicales a I’¢re de la stratification et des thérapies
modernes. En conséquence, selon les directives actuelles du National Comprehensive Cancer

Network (NCCN), la chirurgie ne doit étre envisagée uniquement pour les patients aux stades



cliniques I-IIA (T1-T2NOMO) et la lobectomie complétée d’une lymphadénectomie doit
obligatoirement étre suivie d’un traitement systémique postopératoire (Ganti et al., 2021)

(Figure 13).

2. Chimiothérapies et radiothérapies

La chimiothérapie joue un réle crucial dans la gestion des cancers bronchiques a petites cellules.
En tant que traitement fondamental a tous les stades de la maladie, elle constitue un pilier
essentiel pour contrdler la croissance tumorale et améliorer la qualité de vie des patients, méme

apres 1’échec des thérapies initiales (Megyesfalvi et al., 2023).

Actuellement, les traitements combinant des agents de liaison a I’ADN a base de sels de platine
(tels que le cisplatine ou le carboplatine) et des inhibiteurs de la topoisomérase (étoposide,
irinotécan) sont les schémas chimiothérapeutiques les plus utilisés pour les patients atteints de
CBPC (Fink et al., 2012; Ganti et al., 2021; Mascaux et al., 2000). Ces combinaisons sont
aujourd’hui reconnues pour leur efficacité, qu’elle soit donnée seule ou en association avec
d’autres traitements systémiques comme I’immunothérapie ou d’autres modalités curatives

telles que la radiothérapie ou la chirurgie.

Toutefois, en raison du profil de toxicité hétérogene de ces agents cytostatiques, chaque
traitement doit étre personnalisé en fonction de 1’état général, des comorbidités ainsi que des
préférences du patient. Par exemple, les traitements a base de carboplatine sont recommandés
chez les patients qui ne peuvent pas recevoir de chimiothérapie a base de cisplatine tels que les
personnes agées (Hatfield et al., 2016). Le nombre de cycles varie également en fonction du
stade de la maladie. En général, il est conseillé d’administrer quatre cycles de
cisplatine/carboplatine associés a de 1’étoposide aux patients présentant un stade limité de la
maladie, y compris ceux ayant subi une résection chirurgicale (Figure 13). En revanche, les
individus souffrant d’une maladie avancée peuvent recevoir jusqu’a six cycles de
chimiothérapie en fonction de leur réponse et de leur tolérance au traitement a I’issue des quatre

premiers cycles (Ganti et al., 2021).

En complément de la chimiothérapie systémique, la radiothérapie joue un role majeur dans la

prise en charge thérapeutique des patients de CBPC, qu’elle soit utilisée a des fins curatives ou



palliatives (Daly et al., 2021). Son utilisation, en combinaison avec d’autres chimiothérapies,
doit étre privilégiée par rapport a d’autres schémas de traitement en raison de leur nette
supériorité en termes d’efficacité et de toxicité (Pujol et al., 2000; Sundstrem et al., 2002). Ce
traitement est donc considéré comme la pratique standard pour les patients atteints d’un stade

limité¢ de CBPC (jusqu’a N3, MO).

La séquence de traitement de radiothérapie (séquentielle ou concomitante, deux fois par jour
ou une fois par jour) pour une maladie a un stade limité¢ doit prendre en compte les facteurs
clinicopathologiques de chaque patient (Christodoulou et al., 2019; Faivre-Finn et al., 2017).
Les patients de CBPC atteints d’un stade limité devront recevoir une chimio-radiothérapie
concomitante. Le traitement séquentiel est réservé aux patients présentant des volumes
tumoraux importants ou un pronostic vital défavorable (Glatzer et al., 2017). Il est néanmoins
important de noter qu’aucune différence significative n’a été observée en termes de profil de
toxicité ou de survie globale entre les patients traités avec une radiothérapie biquotidienne ou
uniquotidienne. Il est généralement recommandé de débuter la radiothérapie deés que possible
et d’encourager les patients a arréter de fumer afin d’améliorer leur pronostic et I’efficacité du

traitement (Murray et al., 1993; Spiro et al., 2006).

La radiothérapie peut également étre appliquée comme traitement de consolidation pour
¢liminer les tumeurs résiduelles dans les stades avancés de la maladie (Berta et al., 2023). Il est
cependant important de préciser que ce type de traitement n’offre principalement que des
avantages différés en termes de survie (Slotman et al., 2015). Ce traitement pourrait notamment
apporter des bénéfices aux patients présentant une forte réponse a la chimiothérapie systémique
ou a la chimio-immunothérapie, en particulier ceux présentant un faible volume de métastases
extrathoraciques et une maladie résiduelle localisée au niveau des poumons (Daly et al., 2021;
Tian et al., 2022). De plus, les patients atteints d’une maladie avancée qui répondent a la
chimiothérapie initiale et présentent un bon état général se voient souvent proposer une ICP
(Aupérin et al., 1999; Meert et al., 2001; Slotman et al., 2007). Cependant, les bénéfices de
I’utilisation de I’ICP sont actuellement remis en cause a I’ére de 1’imagerie moderne, car cette
technique présente un risque d’apparition d’effets secondaires importants, tels que la fatigue,
des troubles cognitifs comme la perte de mémoire ou les difficultés de concentration. A cet
¢gard, une récente étude japonaise a révélé que I’ICP n’apporte pas de bénéfices significatifs
en termes de survie par rapport a une surveillance par IRM chez les patients atteints d’un stade

avancé de la maladie (Takahashi et al., 2017).



3. Immunothérapies

Comme mentionné précédemment, les patients atteints d’un cancer bronchique a petites cellules
présentent fréquemment des réponses paranéoplasiques auto-immunes, notamment le
syndrome myasthénique de Lambert-Eaton. Ce syndrome résulte d’une réponse immunitaire
contre des antigénes partagés entre les cellules cancéreuses et le systéme nerveux, indiquant
ainsi que le CBPC peut étre susceptible de générer des réponses immunitaires. De plus, les
cellules de CBPC présentent un grand nombre de mutations tumorales, produisant de nombreux

néoantigenes, ce qui favorise I’efficacité de 'immunothérapie (Rizvi et al., 2015).

Suite aux récentes avancées et bénéfices cliniques observés avec 1’utilisation des inhibiteurs de
points de contrdle immunitaire dans les CBNPC, ces inhibiteurs ont également été testés chez
des patients atteints de CBPC et se sont révélés prometteurs (Horn et al., 2016; Reck et al.,
2016). Les inhibiteurs de points de contréle immunitaire incluent les anticorps anti-protéine de
mort cellulaire programmée 1 (PD-1), les anticorps anti-ligand PD-L1 (PD-L1) et les anticorps
anti-antigene 4 des lymphocytes T cytotoxiques (CTLA-4).

Aprées des décennies sans changement significatif dans le parcours de soins, I’année 2019 a
marqué une avancée dans le traitement du CBPC avec 1’approbation par la Food and Drug
Administration (FDA) de I’ Atezolizumab, un inhibiteur de PD-L1, en combinaison avec une
double chimiothérapie standard a partir de platine en premiére intention pour les patients
atteints de la maladie a un stade avancé (Ganti et al., 2021; Horn et al., 2018; Poirier et al.,
2020). Cette autorisation a été accordée sur la base des résultats de 1’étude randomisée de phase
3 IMpowerl133 (Tableau 5), ou 1’ajout d’Atezolizumab au traitement initial a entrainé une
amélioration significative de 0,9 mois pour la survie sans progression (PFS) et de 2 mois pour

la survie globale (OS) médianes (Horn et al., 2018).

L’étude de phase 3 CASPIAN a produit des résultats similaires a ceux de I’étude IMpower133
en utilisant un autre inhibiteur de PD-L1. Dans cette étude, le Durvalumab combiné a la
chimiothérapie a significativement prolongé la survie globale médiane de 2,7 mois par rapport
au groupe recevant la chimiothérapie seule (Goldman et al., 2021; Paz-Ares et al., 2019). Peu
de temps plus tard, la FDA a autorisé 1’utilisation du Durvalumab comme traitement initial pour
le CBPC a un stade avancé (Mathieu et al., 2021). L’extension d’environ 2 mois de la survie

médiane observée dans ces deux études peut sembler faible mais cette valeur ne refléte pas



I’ampleur des bénéfices. En effet, une analyse approfondie des courbes de survie montre
clairement que 1’ajout d’inhibiteurs de points de controle immunitaire a la chimiothérapie
standard a base de platine peut permettre de tripler la survie a 3 ans (Paz-Ares et al., 2022;
Rudin et al., 2021). Ainsi, selon les directives du NCCN actuelles, la premiére ligne de
traitement systémique recommandée pour les patients atteints d’'un CBPC avancé consiste en
une chimiothérapie a base de platine associée a 1’¢toposide, avec I’ajout d’ Atezolizumab ou de
Durvalumab (Figure 13). A la différence de la chimiothérapie seule, 1’administration
d’inhibiteurs de PD-L1 dans le cadre de la chimio-immunothérapie n’est pas interrompue apres
quatre a six cycles. Il convient alors de poursuivre la prise en charge avec un traitement
d’entretien a 1’Atezolizumab ou au Durvalumab, en se basant sur les résultats des essais
cliniques mentionnés et I’approbation de la FDA (Ganti et al., 2021). Ces combinaisons ne font
a ce jour pas partie de la norme de soins pour le CBPC a un stade limité en raison d’un manque
de données cliniques robustes. Les études en cours permettront bientot de mieux définir le role

de I’'immunothérapie dans cette population de patients.

Bien que ces combinaisons soient associées a une amélioration de la survie globale
comparativement a la chimiothérapie seule, le blocage des points de controle immunitaire ne
conduit a une réponse que chez environ 15% des patients atteints d’un CBPC (Chung et al.,
2020; Ready et al., 2020). Plusieurs mécanismes peuvent expliquer 1’efficacité limitée des
immunothérapies ciblant les cellules T contre le CBPC, notamment la faible expression de PD-
L1 et des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe [ (CMH-I) a la surface
des cellules de ce type de cancer (Doyle et al., 1985; Traversari et al., 1997). La présence de
cellules immunitaires aux propriétés suppressives, comme les cellules T régulatrices, dans le
microenvironnement tumoral du CBPC peut également contribuer a I’évasion immunitaire

(Eerola et al., 2000; Wang et al., 2012).

Des ¢études récentes suggerent toutefois que la combinaison de la radiothérapie thoracique et
I’immunothérapie a un effet synergique en augmentant I’expression des molécules du CMH-I
a la surface des cellules tumorales et des cellules environnantes, favorisant ainsi I’infiltration
des lymphocytes T CD8 positifs (CD8+) (Donlon et al., 2021). L’étude clinique en cours
RAPTOR/NRG LUO007 apportera des informations supplémentaires sur les bénéfices potentiels

de la radiothérapie thoracique combinée a la chimio-immunothérapie (Diamond et al., 2022).



Dans un futur proche, I’émergence de nouvelles thérapies ciblant 1’activité des macrophages
(Weiskopf et al., 2016) ou le développement de cellules T exprimant des récepteurs
antigéniques chimériques (CAR-T) spécifiquement dirigés contre le CBPC (Owen et al., 2019)

pourraient également aider a surmonter I’actuelle efficacité limitée des cellules T contre ce type
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Figure 13 : Stratégies thérapeutiques privilégiées pour le CBPC selon le stade de la
maladie (adaptée de Megyesfalvi et al., 2023).

4. La résistance thérapeutique dans le CBPC

A la différence du CBNPC, qui présente une résistance intrinséque a la chimiothérapie, environ
75 a 80% des CBPC non traités sont initialement trés sensibles aux agents endommageant
I’ADN. Les taux de réponse clinique des CBPC sont presque deux fois supérieurs a ceux
observés dans les CBNPC (Drapkin & Rudin, 2021). Cependant, le développement de la
résistance est quasiment inévitable, et les taux de réponse aux traitements de deuxieme ligne

sont significativement réduits (Owonikoko et al., 2012).

Historiquement, ’EMT et la régulation a la baisse de 1’expression de Schlaffenl1 (SLFNI1)
par méthylation ont été historiquement impliquées dans la résistance au traitement du CBPC

(Gardner et al.,, 2017; Gazdar et al., 2017). De plus, I’émergence de la résistance aux
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médicaments pourrait étre attribuée a des mécanismes liés a I’ADN, notamment 1I’amélioration
des processus de réparation des dommages a I’ADN et I’inhibition de I’interaction des agents
anticancéreux avec ’ADN (Chen et al.,, 2020). Enfin, I’inhibition de l’apoptose via la
surexpression de BCL2 et la délétion de 7P53 peuvent également conduire a une

chimiorésistance (Gazdar et al., 2017).

Les divers destins moléculaires et cellulaires adoptés par le CBPC pourraient également
constituer des réservoirs de cellules présentant une résistance intrinséque aux traitements.
Concernant les facteurs de transcription, bien que YAPI1 ne soit pas exprimé a un niveau
suffisant chez les patients naifs de traitement pour définir un sous-type distinct, son expression
¢levée est associée a une résistance au platine. Par conséquent, une augmentation intratumorale
de I’expression de YAPI pourrait étre a I'origine de cette résistance (Gay et al., 2021;

Megyesfalvi et al., 2022; Song et al., 2020; Wu et al., 2021).

Le traitement systémique subséquent pour le CBPC dépend de 1’agent thérapeutique administré
en premicre intention ainsi que de I’intervalle de temps sans maladie écoulé depuis la fin du
traitement initial (Ganti et al., 2021). Selon les directives actuelles du NCCN, il est recommandé
de reprendre le traitement initial ou une thérapie similaire a base de platine si la période écoulée
entre la fin du traitement initial et la rechute est supérieure a 6 mois (maladie sensible). Cette
reprise peut également étre envisagée pour les périodes de 3 & 6 mois sans maladie (maladie
réfractaire ou résistante). En cas d’impossibilité de reprise du traitement initial, le topotécan,
un inhibiteur de la topoisomérase 1, est alors privilégi¢é comme agent thérapeutique de
deuxiéme intention (Ganti et al., 2021). Dans certaines situations, l’irinotécan peut E&tre
envisagé comme alternative au topotécan en cas de rechute de la maladie, en raison de ses effets

my¢losuppresseurs moins prononcés (Das et al., 2021; Kondo et al., 2018).

Pour surmonter la résistance thérapeutique du CBPC, les travaux de recherche se concentrent
sur le développement de thérapies ciblées spécifiques aux altérations génétiques présentes dans
les tumeurs, ainsi que sur 1’identification de combinaisons thérapeutiques efficaces avec de

nouvelles approches d’immunothérapies.

5. Essais cliniques et directions futures



Outre les études cliniques approfondies sur I’inhibition de I’interaction entre PD-1 et son ligand
PD-L1 et le blocage de CTLA-4, d’autres approches thérapeutiques sont actuellement a 1’étude
chez les patients atteints de CBPC, notamment le ciblage du récepteur immunomodulateur
TIGIT. La protéine TIGIT est exprimée a la surface des lymphocytes T et des cellules tueuses
naturelles (NK). En se liant a ses ligands (CD155 et CD112), elle inhibe 1’activation des
lymphocytes T et permet a la cellule tumorale d’échapper a la surveillance immunitaire
(Chauvin & Zarour, 2020). Cette protéine a fait I’objet d’un essai clinique de phase 3 randomisé
appelé SKYSCRAPER-02 (Tableau 5) visant a évaluer 1’effet de I’ajout du Tiragolumab (anti-
TIGIT) au traitement standard carboplatine/étoposide combiné a I’ Atezolizumab en traitement
de premiére intention. Malheureusement, les données préliminaires sur le Tiragolumab n’ont

pas révélé de bénéfice clinique (Rudin et al., 2022).

Tableau 5 : Essais cliniques évaluant la sécurité et I’efficacité des inhibiteurs de points de
controle immunitaire chez les patients atteints de CBPC (adapté de Megyesfalvi et al.,
2023). ORR : taux de réponse objective.

Nom de I'étude Phase Meécanisme d'action Agent Résultats
Sécurité : bien toléré
IMpower133 ) : ORR : 60,2% vs 64,4%
- b , g
(NCT02763579) 1/3 Inhibiteur de PD-L1 Atezolizumal PES : 5,2 vs 4,3 mois (p=0,02)
0S: 12,3 vs 10,3 mois (p=0,007)

Sécurité : bien toléré

CASPIAN s X ORR : 79% vs 70%
(NCT03043872) 3 Inhibiteur de PD-L1 Durvalumab PFS : 5,1 vs 5.4 mois (p=NS)

OS : 13,0 vs 10,3 mois (p=0,004)

Sécurité : bien toléré
KEYNOTE-604 o . ORR : 70,6% vs 61,8%
- P 1 X ,
(NCT03066778) 3 Inhibiteur de PD-1 embrolizumab o (12 mois) : 13,6% vs 3,1% (p=0,0023)
0S (24 mois) : 22,5% vs 11,2% (p=0,0164)
Sécurité : bien toléré
NCT03066778 3 Inhibiteur de CTLA-4 Ipili b ORR : 62% vs 62%
nibiteur e Lo PES : 4,6 vs 4,4 mois (p=0,016)
OS : 11,0 vs 10,9 mois (p=0,377)

Sécurité : bien toléré

CheckMate 331 e _ ; ORR : 14% vs 16%
(NCT02481830) 3 Inhibiteur de PD-1 Nivolumab PFS : 1.4 vs 3.8 mois
0S : 7,5 vs 8,4 mois

SCYSCRAPER-02
(NCT04256421)

Criteres d'évaluation principaux
non atteints

w

TIGIT Tiragolumab

Plusieurs agents ciblés sont ¢galement actuellement testés pour le traitement du CBPC (Figure
14). Les cellules de CBPC montrent un niveau élevé d’expression des protéines PARP par
rapport a d’autres sous-types de cancer du poumon et aux cellules épithéliales pulmonaires
normales, ce qui les rend fortement sensibles aux inhibiteurs de PARP (Byers et al., 2012;
Schwendenwein et al., 2021). Ces inhibiteurs ont notamment le potentiel de renforcer la réponse
cytotoxique a la chimiothérapie, a I’'immunothérapie et aux radiations ionisantes chez les
patients de CBPC (Byers et al., 2012; Calabrese et al., 2004). Plusieurs essais cliniques de phase

1/2 sont en cours pour évaluer la toxicité de ces inhibiteurs autres que le Veliparib, tels que



I’Olaparib, le Rucaparib et le Talazoparib (Tableau 6). Une analyse intermédiaire sur
I’efficacité du Rucaparib en combinaison avec le Nivolumab en traitement de premiére ligne a
montré un bénéfice clinique chez 56% des patients inclus dans 1’étude, avec une survie sans

progression médiane de 7,4 mois a partir du diagnostic (Chauhan et al., 2021).

DLL3, un ligand inhibiteur de la voie Notch, est une cible thérapeutique prometteuse dans le
CBPC en raison de son expression fréquente a la surface des cellules tumorales (Owen et al.,
2019). Malgré les résultats prometteurs de la premiere étude de phase 1 chez I’homme (Rudin
& Poirier, 2017), I’agent ciblé Rovalpituzumab Tesirine (Rova-T) n’a produit qu’une activité
antitumorale modeste dans I’étude de phase 2 TRINITY (Morgensztern et al., 2019).
Malheureusement, lors d’un récent essai clinique de phase 3, les patients traités par Rova-T ont
montré une survie globale plus faible et des taux de toxicité plus élevés que ceux recevant la
chimiothérapie de deuxiéme intention standard actuelle (Blackhall et al., 2021). En raison de

I’absence de bénéfice en maticre de survie, I’essai clinique de phase 3 TAHOE a ét¢é interrompu.

En raison de I’expression ¢levée du géne codant BCL-2 dans de nombreuses tumeurs de CBPC,
les antagonistes de BCL-2 représentent une option thérapeutique prometteuse pour ces patients.
Les inhibiteurs de la famille BCL-2 montrent d’ailleurs une activité préclinique remarquable
dans les tumeurs de CBPC (Lochmann et al., 2018). Cependant, le ciblage de BCL-2 par le
Navitoclax n’a montré qu’une efficacité limitée en monothérapie contre les tumeurs de CBPC
avancées ou récurrentes lors d’un essai clinique de phase 2, avec une réponse partielle obtenue
chez un seul patient (2,6%), et une maladie stable observée chez 8§ patients (23%) (Rudin et al.,
2012). De plus, une thrombocytopénie a été observée chez 41% des patients. Cela pourrait étre
expliqué en partie par la nature non sélective du Navitoclax, car il cible a la fois BCL-2 et BCL-

xL, ce qui entraine des effets indésirables significatifs.

Le criblage des médicaments ciblés a révélé que les CBPC présentant une forte expression de
MYC sont vulnérables a I’inhibition de I’AURORA kinase, qui, combinée a la chimiothérapie,
supprime la prolifération et la croissance tumorale in vitro et in vivo (Taniguchi et al., 2020).
Un essai clinique récent a montré que 1I’Alisertib, un inhibiteur de I’AURKA, associé au
Paclitaxel, améliore la survie globale et la survie sans progression compar¢ au traitement par
Paclitaxel seul chez les patients atteints de CBPC récidivant ou réfractaire (Owonikoko et al.,

2020). Bien que ces bénéfices cliniques en termes de survie ne soient pas statistiquement



significatifs, ’expression du géne MYC s’est avérée étre un prédicteur fiable de la réponse a

I’ Alisertib.

Enfin, plusieurs études précliniques ont démontré que les inhibiteurs des tyrosines kinases (TK)
ciblant le récepteur c-Kit, ’EGFR, le récepteur du facteur de croissance analogue a I’insuline
et le récepteur c-MET pourraient étre prometteurs pour le traitement du CBPC. Néanmoins, les
essais cliniques suivants n’ont pas réussi a démontrer la supériorité de ces agents par rapport

aux traitements standards actuels.
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Figure 14 : Domaines d’intérét thérapeutique actuels dans le CBPC (adaptée de
Megyesfalvi et al., 2023). APC : cellule présentatrice d’antigéne.

Jusqu’a présent, la mise en ceuvre de thérapies ciblées dans le CBPC a échoug, et le succes de
I’immunothérapie observé dans le CBNPC ne s’est pas encore enticrement reflété chez cette
tumeur maligne. Cette absence de percée dans D’arsenal thérapeutique du CBPC est
principalement attribuée a sa grande plasticité tumorale et a la non-sélection des groupes de
patients lors du recrutement pour les essais cliniques. Par conséquent, la stratification des
patients en fonction de leurs sous-types moléculaires dominants et les altérations spécifiques
des protéines pourraient améliorer I’efficacité des nouvelles thérapies ciblées pour cette maladie

difficile a traiter.



Etant donné que la chirurgie est rarement pratiquée pour le CBPC et que les petites biopsies ne
reflétent souvent pas le profil d'expression complet de la tumeur, diagnostiquer les états
moléculaires peut étre complexe. L'analyse des composants tumoraux présents dans le sang,
tels que les cellules tumorales circulantes, 'ADN tumoral circulant et les vésicules
extracellulaires dérivées de la tumeur, pourrait offrir des alternatives pour surveiller les
phénotypes moléculaires tout au long de la maladie et évaluer les biomarqueurs de réponse au

traitement et de pronostic (Poirier et al., 2020).

Tableau 6 : Essais cliniques antérieurs et en cours évaluant la sécurité et ’efficacité des
thérapies ciblées chez les patients atteints de CBPC (adapté de Megyesfalvi et al., 2023).

Nom de I'étude Phase Meécanisme d'action Agent Résultats
i i . ORR : 35,2%
NCT02454972 2 '“h":l‘e;;f:;’?IRN Lurbinectedin PFS : 3.5 mois
poly 0OS : 9,3 mois
ORR :39% vs 14% (p = 0,016)
NCT01638546 2 Inhibiteur de PARP Veliparib PFS : 3,8 vs 2,0 mois (p=0,39)
0OS : 8,2 vs 7,0 mois (p=0,50)
NCT04334941 2 Inhibiteur de PARP Talazoparib En cours
NCT04728230 1/2 Inhibiteur de PARP Olaparib En cours
TAHOE Conjugué anticorps- R
(NCT03061812) 3 médicament ciblant DLL3 Rova-T En cours
Engageur trispécifique des : o
NCT04471727 12 cellules T ciblant DLL3/ HPN328 Bien toléré
En cours
CD3
ALTER1202 2 Inhibiteur de tyrosine Anlotinib PFS : 4,1 vs 0,7 mois (p<0,0001)
(NCTO03059797) kinase 0S : 7,3 vs 4,9 mois (p=0,029)
NCT00154388 2 Inhibiteu.r de tyrosine Iinatinib Critéres d'éva.luatic_m principaux
kinase non atteints
ORR : 22% vs 18% (p = 0,406)
NCT02038647 2 Inhibiteur de AURKA Alisertib PFS : 3,32 vs 2,17 mois (p=0,113)
0OS : 6,86 vs 5,58 mois (p=0,713)
NCT03366103 12 Inhibiteur de BCL-2et N, ioclax/Vistusertib i, problemies

mTOR

d'approvisionnement en médicaments



1. Découverte et évolution

Les Nétrines constituent une famille de protéines trés conservées au cours de 1’évolution et
apparentées aux laminines, qui sont les composants majeurs de la membrane basale des tissus
¢pithéliaux. La premiére forme de Nétrine, appelée Uncoordinated-6 (Unc-6), a été mise en
évidence en 1990 chez le nématode Caenorhabditis Elegans pour son implication dans le
guidage des axones et la migration neuronale (Hedgecock et al., 1990; Ishii et al., 1992).
Quelques années plus tard, Marc Tessier-Lavigne et son équipe ont réussi a isoler a partir
d’embryons de poulet deux formes homologues de Unc-6, la Nétrine-1 (NTN1) et la Nétrine-2
(NTN2), du sanskrit netr « celui qui guide », capables de promouvoir la croissance des axones

commissuraux (Serafini et al., 1994).

Depuis, plusieurs orthologues de Unc-6 ont été identifiés chez un grand nombre d’espéces
notamment chez les Invertébrés comme la Drosophile (Nétrine A/B) (Harris et al., 1996), la
sangsue (Nétrine) (Gan et al., 1999) ou encore I’anémone de mer (Nv nétrine) (Matus et al.,
2006). Chez les Vertébrés, il a été découvert que les Nétrines forment une famille multigénique,
composée d’une variété plus importante de protéines. En effet, comme mentionné
précédemment, les Nétrines-1 et -2 ainsi que la Nétrine-4 furent décrites chez le poulet. Chez
le poisson zebre, les Nétrines-1a, -1b, -2 et -4 furent identifiées (Park et al., 2005), tandis que
seule la Nétrine-1 fut découverte chez le xénope (de la Torre et al., 1997). Chez les mammiferes
tels que le rat, la souris et I’homme, les Nétrines-1, -3/NTN2L, -4, -G1 et -G2 ont été décrites
(Rajasekharan & Kennedy, 2009). La Nétrine-2 n’est quant a elle pas présente chez les

mammiferes.



Il est également important de préciser que chez ’homme, les Nétrines-1 et -3 partagent une
forte homologie de séquence, tandis que les Nétrines-4, -G1 et -G2 montrent des différences

significatives et sont davantage apparentées aux laminines (Figure 15).

Plus récemment, un nouveau membre de la famille des Nétrines a été identifié, la Nétrine-5.
Cette Nétrine est présente sous forme de trois isoformes (a, b et ¢) et n’existe que chez les
mammiferes, ce qui suggere qu’elle soit apparue plus tardivement que les autres protéines de

la famille des Nétrines (Yamagishi et al., 2015).
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Figure 15 : Arbre phylogénétique illustrant la relation entre les membres de la famille des
Nétrines et des laminines chez ’homme (adaptée de Rajasekharan & Kennedy, 2009).

2. Caractéristiques structurales des Nétrines

Les Nétrines ont une taille moyenne d’environ 600 acides aminés et pesent entre 60 et 80 kDa.
Elles sont des protéines sécrétées, a I’exception des Nétrines-G1 et -G2 qui sont ancrées a la
membrane cellulaire via un GlycosylPhosphatidyllnositol (GPI) a leur extrémité C-terminale

(Figure 16).



D’un point de vue structural, les Nétrines sont composées de domaines fonctionnels
spécifiques. Tout d’abord, les Nétrines sécrétées (-1, -3, -4) contiennent un peptide signal qui
guide leur insertion et leur sécrétion a travers la membrane cellulaire. Il est situ¢ a leur extrémité
N-terminale. Cette extrémité se compose également d’un domaine VI et d’'un domaine V, lui-
méme constitué¢ de trois motifs du facteur de croissance épidermique (EGF). Chez les Nétrines-
1 et -3, les domaines VI et V sont homologues aux chaines y des laminines, tandis que ceux de
la Nétrine-4 sont apparentés aux chaines 3 des laminines (Serafini et al., 1994). Les Nétrines-
G1 et -G2 présentent, quant a elles, une homologie avec les chaines y et 3 mais sont plus proches
de la laminine y (Nakashiba et al., 2000; Yin et al., 2002). Ces domaines contribuent a la
stabilité structurale des Nétrines, en facilitant leur bon repliement et jouent un role essentiel
dans I’interaction de la protéine avec ses récepteurs transmembranaires canoniques de la famille
Uncoordinated-5 (UNCS5), Deleted in Colorectal Cancer (DCC) et la Néogénine (NEO). Pour
les protéines sécrétées, ces domaines sont liés a une extrémité C-terminale, connue sous le nom
de domaine C ou Netrin-like domain (NTR). Ce domaine ne présente aucune homologie avec
les laminines mais dispose d’une richesse en acides aminés basiques et peut se lier a I’héparine
(Kappler et al., 2000). De plus, ce domaine comporte le motif Arginine-Glycine-Acide
Aspartique (RGD), une séquence reconnue par plusieurs membres de la famille des intégrines
(Serafini et al., 1994). Le domaine NTR des Nétrines-G1 et -G2 n’est pas conservé mais la
composition en acides aminés hydrophobes de leur terminaison C-term permet leur ancrage a

la membrane plasmique via le groupement GPI.

Laminine

Nétrine-4/ Nétrines-1,-3 Nétrines-G1,-G2  Nétrine-5

VI VI VI
V1 V1 V1 V1
V2|V V2|V V2|V v
V3 V3 V3 V2
C C C C

GPI

Figure 16 : Organisation structurale des Nétrines (adaptée de Cirulli & Yebra, 2007).



La Nétrine-1 est historiquement le membre le plus étudié de la famille des Nétrines, et sert de
référence pour l'exploration des autres membres de cette famille, tels que la Nétrine-3 (NTN3),
qui sera décrite plus en détail dans les paragraphes I et I1I de ce chapitre. Le profil d'expression
spatio-temporel de la Nétrine-1 est désormais bien établi, montrant qu'elle est majoritairement
exprimée dans le systéme nerveux central, mais également présente dans de nombreux tissus et
organes, tant pendant le développement embryonnaire qu'a 1'age adulte. Cette pléiotropie résulte
principalement de la diversité des récepteurs transmembranaires avec lesquels elle interagit,

permettant a la Nétrine-1 de participer a une multitude de processus biologiques.

3. Les récepteurs de la Nétrine-1

3.1. Identification et définition du concept de récepteur a dépendance

Les récepteurs transmembranaires sont des protéines intégrées dans la membrane cellulaire,
comportant une région extracellulaire destinée a se lier avec des molécules biologiques ou
ligands, et une région intracellulaire qui assure la transduction du signal a I’intérieur de la
cellule. Lorsque le ligand du récepteur est présent, il se lie a la région extracellulaire de celui-
ci et induit un changement conformationnel, ce qui aboutit a I’activation de sa région
intracellulaire et la transmission du signal. En [D’absence du ligand, le récepteur
transmembranaire reste inactif et ne transmet pas de signal intracellulaire. Dans certains cas, la
signalisation induite par le récepteur est indispensable a la survie de la cellule. Son absence
entraine alors la mort cellulaire programmée, un processus parfois qualifié de « suicide

cellulaire », qui fut longtemps associé uniquement a la perte d’un signal de survie positif.

En 1998, un nouveau concept de transduction du signal de mort cellulaire par apoptose est
propos¢ par Patrick Mehlen et Dale Bredesen. Il suggere alors que ce signal « négatif » soit
initié par des récepteurs transmembranaires particuliers, capables d’induire par un processus
actif, ’apoptose des cellules en I’absence de leurs ligands respectifs. Ces récepteurs instaurent
ainsi un état de dépendance cellulaire a la survie vis-a-vis de ce ligand, d’ou leur appellation de

« récepteur a dépendance » (Mehlen et al., 1998).

L’ensemble des récepteurs a dépendance est caractérisé par leur capacité unique a déclencher

deux voies de signalisation distinctes en fonction de la présence ou de I’absence de leurs ligands



respectifs. En présence du ligand, ils induisent un signal positif favorisant la survie, la
prolifération, la différenciation ou la migration de la cellule. En I’absence de leurs ligands, ces
récepteurs ne demeurent pas inactifs et initient une voie de signalisation négative conduisant a

la mort cellulaire par apoptose (Figure 17).

En présence du ligand En 1'absence du ligand
Récepteur
UNCSB
Netrine-3 = -
ry ry
SURVIE MORT
PROLIFERATION CELLULAIRE PAR
MIGRATION APOPTOSE

Figure 17 : Concept des récepteurs a dépendance.

Historiquement, le récepteur a la neurotrophine p75 (p75N™) fut le premier récepteur a
dépendance identifi¢ (Rabizadeh et al., 1993). Ce récepteur appartient a la famille des
récepteurs de mort du facteur de croissance des Nerfs (NGF) et est impliqué dans plusieurs
processus cellulaires clés, en particulier dans le systéme nerveux. Les travaux de Dale Bredesen

et son équipe ont démontré que p75NTR

active une voie de signalisation pro-apoptotique en
I’absence du NGF, tandis que la présence de ce facteur est suffisante a inhiber ce signal.
Cependant, d’autres études sur p75N™ ont tendance a soutenir un fonctionnement
conventionnel de récepteur de mort cellulaire, qui déclencherait un signal pro-apoptotique en
se liant a d’autres ligands que le NGF, tels que les peptides pro-NGF (Lee et al., 2001), la -
amyloide (Yaar et al., 1997) et le prion (Della-Bianca et al., 2001). Ces résultats contradictoires,
combinés au fait que le statut du récepteur a dépendance de p75NR remet en question le dogme

de la théorie neurotrophique (ou mort par défaut des neurones en l’absence de facteurs

trophiques, comme mentionné précédemment), ont conduit a I’écartement de ce récepteur de la



famille des récepteurs a dépendance bien qu’aucune étude ne 1I’évince catégoriquement de cette

famille.

C’est la biologie du récepteur DCC qui a ravivé le concept des récepteurs a dépendance.
Découvert en 1990, DCC a initialement été caractérisé comme un récepteur transmembranaire
putatif, codé par un géne fréquemment associé a une perte d’hétérozygotie dans les carcinomes
colorectaux (Fearon & Vogelstein, 1990). Ce récepteur a ensuite été¢ identifié comme le
récepteur de la Nétrine-1 (Keino-Masu et al., 1996), alors connue pour son action attractive sur
les axones commissuraux de la moelle épiniére des Vertébrés. Des recherches ultérieures ont
¢tabli le réle crucial du couple DCC/Nétrine-1 dans le guidage et la croissance des axones, et
en 1998, la compréhension du fonctionnement de DCC en tant que récepteur a dépendance vis-

a-vis de son ligand Nétrine-1 a été affinée (Mehlen et al., 1998).

Aujourd'hui, la famille des récepteurs a dépendance est décrite comme une famille

fonctionnelle comprenant des membres tres diversifiés sur le plan structurel.

3.2. Les membres actuels de la famille des récepteurs a dépendance

A ce jour, une vingtaine de récepteurs a dépendance ont été identifiés (Figure 18) parmi

lesquels nous pouvons mentionner :

-Les récepteurs de la nétrine-1 : DCC, Uncoordinated 5 Homologs A, B, C et D (appelés
UNCS5HI, H2, H3 et H4 chez les rongeurs) (Llambi et al., 2001; Mehlen et al., 1998;
Wang et al., 2008) et la Néogénine, qui lie également le ligand Repulsive Guidance
Molecule (RGM). Il convient de noter que la Néogénine a été identifiée comme un
récepteur a dépendance vis-a-vis de son ligand RGM, et non de la Nétrine-1 (Matsunaga
et al., 2004)

-Les intégrines a VB3 et a5P1, qui dépendent de leur liaison a la matrice extracellulaire
(Stupack, 2005)

-Les récepteurs au morphogéne Sonic HedgeHog (SHH), Patched-1 (PTCI) et cell-
adhesion associated, oncogene regulated (CDON) (Delloye-Bourgeois et al., 2014)



-Les récepteurs a tyrosine kinase REaranged during Transfection (RET), Tropomyosin
Receptor Kinase A and C (TrkA et TrkC), Ephrin type A receptor 4 (Eph4A), MNNG
HOS Transforming gene (MET) et c-kit (Wang et al., 2018)
-Le récepteur Plexin-D1 dépendant de la Sémaphorine 3E (SEMA3E) (Luchino et al.,
2013)

-Le récepteur Notch3 (Lim et al., 2017)

-Le récepteur Kremen-1 (Causeret et al., 2016)
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Figure 18 : Les membres actuels de la famille des récepteurs a dépendance

En dépit de leur diversité structurelle, ces récepteurs présentent une homologie fonctionnelle
marquée, notamment en 1’absence de leurs ligands respectifs. Cette dépendance vis-a-vis du
ligand leur confére un réle crucial dans le développement embryonnaire, ainsi que dans diverses

étapes de la tumorigenése, comme nous le détaillerons dans la partie 1.4. de ce chapitre.

3.3. Les principaux récepteurs a la Nétrine-1

L’¢étude des récepteurs de la Nétrine-1 a ét¢ amorcée avant que celle-ci ne soit précisément
identifiée. En effet, les premicres investigations menées sur des mutants invalidés pour Unc-6,
Unc-5 et Unc-40 chez C. elegans ont suggéré une corrélation entre ces trois genes puisque leur

invalidation a conduit a 1’observation de phénotypes similaires (Hedgecock et al., 1990). Plus



tard, ces génes ont pu étre caractérisés et des études ont montré que Unc-5 et Unc-40 possedent
des orthologues chez les mammiferes, a savoir les récepteurs de la famille UNCS et le récepteur

DCC, respectivement (Chan et al., 1996; Keino-Masu et al., 1996; Leonardo et al., 1997).

3.3.1 DCC

Comme nous venons de I’indiquer, le récepteur DCC a été identifi¢ pour la premicre fois en
1990 et proposé en tant que géne suppresseur de tumeur lié¢ a la délétion de son locus dans de
trés nombreux cancers du colon (Fearon & Vogelstein, 1990). Ce n’est qu’en 1996, soit
plusieurs années apres leur découverte respective, que la relation entre le récepteur DCC et son
ligand Nétrine-1 fut clairement définie (Serafini et al., 1994). Cette étude a révélé que la
Nétrine-1 exerce un effet attractif sur les projections axonales des neurones commissuraux de
la moelle épinicre exprimant le récepteur DCC. Ce rdle a été confirmé par la génération d'un
modele murin comportant une délétion constitutive du géne Dcc. De maniere similaire aux
mutants Ntnl (Dominici et al., 2017; Yung et al., 2015), ces souris meurent quelques heures

apres la naissance (Fazeli et al., 1997).

DCC est une protéine transmembranaire de type I dont le domaine extracellulaire est composé
de quatre domaines de type Immunoglobuline (Ig) et six domaines Fibronectine de type III. La
liaison de la Nétrine-1 avec DCC s’établit au niveau des 4°™ et 5°™ domaines Fibronectine.
Son domaine intracellulaire comprend trois régions conservées, nommées P1, P2 et P3, qui sont

nécessaires pour la transduction des signaux par ce récepteur.

Lors du développement embryonnaire, DCC est majoritairement exprimé dans le systéme
nerveux central (SNC) et n’est pas retrouvé dans le systéme nerveux périphérique (SNP*), a
I’exception du ganglion sympathique cervical supérieur. Chez 1’adulte, son expression est
nettement plus faible et restreinte aux neurones dopaminergiques de la substance noire (Jasmin

et al., 2021; Osborne et al., 2005) et aux régions dédiées a la neurogenese (Gad et al., 1997).

Chez les Vertébrés, les voies de signalisation déclenchées par I’interaction entre la Nétrine-1 et
son récepteur DCC ont principalement été étudiées dans le contexte des cones de croissance
axonaux. Dans ces structures dynamiques, 1’interaction entre une molécule de guidage axonal
et le récepteur transmembranaire DCC favorise une cascade de signalisations intracellulaires

qui entrainent une réorganisation du cytosquelette. Ce changement du cytosquelette est



essentiel pour la réponse a la nature attractive ou répulsive de la molécule de guidage, en
promouvant ainsi la croissance axonale vers la direction empruntée, ou en rétractant 1’axone

vers une nouvelle cible spécifique.

Lorsque la Nétrine-1 se fixe au récepteur DCC, elle provoque la dimérisation de ce dernier via
son domaine intracellulaire P3 (Cirulli & Yebra, 2007). Ce changement conformationnel
facilite I’interaction de DCC avec plusieurs protéines intracellulaires, dont les kinases tyrosines
FAK et Fyn, entrainant la phosphorylation des sites tyrosines de DCC et favorisant ainsi la

médiation de I’attraction axonale induite par la Nétrine-1 (Li et al., 2004).

Dans un contexte pathologique, et notamment cancéreux, la perte de ce récepteur procure un
avantage sélectif pour le développement tumoral (Bernet & Mehlen, 2007; Shin et al., 2007).
En effet, les souris transgéniques portant une mutation inactivant ’activité pro-apoptotique de
DCC développent des adénocarcinomes invasifs (Castets & Mehlen, 2010). En outre, les souris
mutantes pour le géne Dcc présentent des anomalies de prolifération des cellules lymphoides
pouvant conduire a I’apparition d’un lymphome B diffus a grandes cellules (Broutier et al.,
2016). II est également important de noter que des mutations de délétion du gene DCC sont
observées dans environ 50% des cancers bronchiques a petites cellules, ce qui suggére un rdle

potentiel dans la pathogenese de ce type de cancer (Kohno et al., 2000).

Outre la perte du récepteur, les tumeurs peuvent ¢galement tirer un autre avantage sélectif du
gain d’expression autocrine du ligand, ce qui leur permet d’échapper a la voie de mort par
apoptose induite par les récepteurs a dépendance. Une surexpression de la Nétrine-1 est
constatée dans de nombreux cancers humains, y compris les cancers du sein métastatiques
(Cassier et al., 2023; Fitamant et al., 2008), les cancers colorectaux (Paradisi et al., 2008), les
cancers du poumon non a petites cellules (Delloye-Bourgeois et al., 2009a; Zhang et al., 2018b),
les neuroblastomes (Delloye-Bourgeois et al., 2009b; Villanueva et al., 2021) ainsi que les

mélanomes (Boussouar et al., 2020; Cassier et al., 2023).

3.3.2 Néogénine

La Néogénine est le deuxieéme homologue du géne Unc-40 découvert chez les Vertébrés. C’est

un récepteur transmembranaire multifonctionnel partageant 50% d’homologie avec le récepteur



DCC (Vielmetter et al., 1997). Son interaction avec la Nétrine-1 implique également les 4°™ et

5¢me domaines Fibronectine de la Néogénine (Keino-Masu et al., 1996).

Son profil d’expression différe cependant de DCC car elle est faiblement exprimée aux stades
précoces du développement du SNC, mais son expression augmente significativement dans les
régions dites de maturation neuronale, notamment au niveau de la rétine, du bulbe olfactif et de
I’hypothalamus (Gad et al., 1997; Wilson & Key, 2007). En dehors du SNC, la Néogénine est
abondamment exprimée dans divers tissus d’origine mésodermique (Gad et al., 1997), dans
I’intestin et les glandes mammaires (Srinivasan et al., 2003). Toutefois, les souris mutées pour
I’expression du géne Neol ne présentent aucun phénotype particulier en ce qui concerne le

guidage axonal et sont parfaitement viables (Bae et al., 2009).

Chez I’adulte, elle est exprimée de maniére ubiquitaire (Enns et al., 2021; Meyerhardt et al.,
1997). Outre son rdle dans le guidage axonal et la morphogenése des tissus, la Néogénine est
fortement impliquée dans la régulation de la croissance tumorale. Tout comme DCC, la perte
de la Néogénine peut contribuer a la progression et la survie de certaines tumeurs, en particulier
dans les cancers colorectaux et du sein (Chaturvedi et al., 2019; Hu et al., 2023; Xing et al.,

2014).
3.3.3 La famille des récepteurs UNC

D’un point de vue structurel, les membres de la famille UNCS5 sont des récepteurs
transmembranaires de type I, trés similaires, d’environ 110 kDa. Leur domaine extracellulaire
inclut deux domaines Thrombospondine et deux domaines Immunoglobuline. Leur partie C-
terminale intracellulaire comprend trois domaines distincts : un domaine Zona Occludens
1/Unc5 homology domain (ZU-5), similaire a celui des protéines de jonctions serrées Zona
Occludens-1, un domaine Unc5-Pidd-Ankyrins (UPA), capable d’interagir avec le domaine
intracellulaire P3 de DCC, et enfin un domaine de mort (DD). L’interaction avec la Nétrine-1
s’effectue entre les domaines Laminine de la Nétrine-1 et les domaines Ig des récepteurs UNCS

(Geisbrecht et al., 2003; Grandin et al., 2016; Kruger et al., 2004).

Les récepteurs UNC5HI, H2 et H3 sont fortement exprimés dans le SNC au cours du
développement. Ils sont présents dans le cerveau embryonnaire, la rétine dorsale et le cervelet,
ainsi que dans le tube neural en formation, plus particulierement au niveau des motoneurones

et de la plaque du toit (Ackerman et al., 1997; Leonardo et al., 1997). Contrairement a UNC5H1



dont I’expression est restreinte au SNC, les récepteurs UNC5H2, H3 et H4 sont exprimés a
I’extérieur du SNC. Il a d’ailleurs été¢ découvert que les récepteurs UNCSH2 et H4 sont
respectivement exprimés lors de la mise en place du systéme vasculaire et de la glande
mammaire (Engelkamp, 2002). De plus, une étude récente a montré que 1’équilibre entre les
récepteurs UNCS5H2 et Néogénine, activés par la Nétrine-1, régule conjointement les voies de
signalisation WNT et MAPK et favorise la pluripotence naive des cellules souches
embryonnaires murines et humaines (Huyghe et al., 2020). Chez ’adulte, 1’expression des
récepteurs UNC5HI1, H2 et H3 diminue mais reste présente dans la moelle épiniére (Manitt et
al., 2004). En dehors du SNC, I’expression de ces récepteurs, notamment UNC5H2, semble
étre relativement ubiquitaire (Thiebault et al., 2003). Il est intéressant de noter que, tandis que
l'invalidation des récepteurs UNC5H1 et UNC5H4 ne semble pas entrainer la mort des animaux
mutants (Williams et al., 2006; Zhu et al., 2013), celle de UNC5H2 provoque une létalité
embryonnaire au stade E12.5 (Lu et al., 2004) et celle de UNC5H3 entraine une létalité

néonatale dans les heures suivant la naissance (Burgess et al., 2006; Tai-Nagara et al., 2017).

En association a leur ligand Nétrine-1, les récepteurs UNCS présentent un panel de fonctions
variées. Ils agissent tout d’abord comme des facteurs de guidage axonal avec une activité
répulsive (Ackerman et al., 1997; Przyborski et al., 1998). Cependant, dans la majorité des cas
étudiés, cette répulsion nécessite la présence de DCC (Boyer & Gupton, 2018; Keino-Masu et
al., 1996), bien qu’il apparaisse que cette répulsion puisse également se produire

indépendamment du récepteur dans de rares cas (Cirulli & Yebra, 2007; Guijarro et al., 2006).

De la méme maniére que les autres récepteurs a dépendance, 1’expression des récepteurs de la
famille UNCS est diminuée dans divers cancers humains tels que les cancers colorectaux, du
sein, de ’estomac, du poumon, de 1’ovaire, de I'utérus et du rein (Thiebault et al., 2003).
Lorsque les génes Unc)5 sont surexprimés dans différentes lignées cellulaires, on observe une
forte inhibition de la croissance, une réduction de 1’invasion et une induction de I’apoptose in

vitro.

Il est également important de mentionner que les récepteurs UNCS sont également connus pour
interagir avec d’autres ligands, tels que Robo4 (Koch et al., 2011), la Draxine (Ahmed et al.,
2011) et FLRT 2 et 3 (Yamagishi et al., 2011).

Enfin, la recherche de nouveaux récepteurs de la Nétrine-1 a permis d’identifier d’autres

récepteurs, parmi lesquels on compte la Down-syndrome cell adhesion molecule (DSCAM)



(Liu et al., 2009), certaines intégrines (Stanco et al., 2009; Yebra et al., 2003), le récepteur
adénosine A2b (Corset et al., 2000), le précurseur amyloide (APP) (Rama et al., 2012) et la
molécule d’adhésion cellulaire du mélanome (MCAM) (Tu et al., 2015) (Figure 19).

3.4. Les autres récepteurs de la Nétrine-1

3.4.1 DSCAM

DSCAM est un récepteur transmembranaire de type I qui appartient a la famille des N-CAM
(Yamakawa et al., 1998) et joue un role crucial dans le développement du systéme nerveux. Ce
récepteur posseéde dix domaines Immunoglobuline et six domaines Fibronectine I1I sur sa partie
extracellulaire, alors qu’aucune homologie particuliere n’est retrouvée sur son domaine

intracellulaire.

Initialement, ce récepteur fut décrit pour sa contribution a des déficits cognitifs et a des
anomalies de développement observés chez les personnes affectées de trisomie 21 (Yamakawa
etal., 1998). Il est également décrit dans le contexte de diverses maladies neurologiques comme

la schizophrénie et I’autisme (Schijven et al., 2024).

Durant le développement embryonnaire des Vertébrés, DSCAM est exprimé dans la majorité
des régions du SNC (Yamakawa et al., 1998). En dehors de ce systéme, son expression est
beaucoup plus rare, bien que présente dans le placenta et dans les structures dérivées des crétes
neurales en migration, telles que les ganglions pancréatiques et le systéme nerveux entérique.
Ainsi, certains patients atteints du syndrome de Down sont également affectés par la maladie
de Hirschsprung, caractérisée par une contraction permanente des muscles digestifs due a

l'incapacité des crétes neurales a coloniser une partie ou la totalité du colon.

Deux études menées chez la souris et le poulet ont identifi¢ la Nétrine-1 comme ligand de
DSCAM (Liu et al., 2009; Ly et al., 2008). D’apres ces deux études, I’affinité de DSCAM pour
la Nétrine-1 est proche de celle observée pour DCC, et cette interaction permettrait le guidage
des axones commissuraux vers et a travers la ligne médiane. Cependant, les mécanismes de
signalisation intracellulaire engagés par le couple Nétrine-1/DSCAM restent inconnus. Chez
les souris mutées pour I’expression du gene Dscam, une 1étalité néonatale est observée dans les
24h suivant la naissance des animaux, causée par une insuffisance respiratoire liée a une perte

de fonction des neurones pré-inspiratoires (Amano et al., 2010).



3.4.2 Les intégrines 0634 et a3f1

Les intégrines sont des protéines transmembranaires composées de deux sous-unités distinctes,
alpha (o) et béta (B), formant des hétérodimeres fonctionnels. La sous-unité o contient un
domaine de liaison au ligand extracellulaire tandis que la sous-unité 3 ancre la protéine a la
membrane cellulaire et joue un rdle dans la signalisation intracellulaire d’adhésion, migration

et/ou de prolifération (Hynes, 1992). Ce mécanisme sera décrit plus en détail dans le Chapitre

I1I.

Lors d’une étude menée sur le développement du pancréas, il a été¢ découvert que les cellules
¢pithéliales pancréatiques sont capables d’adhérer a la Nétrine-1, présente dans la lame basale
(Yebra et al., 2003). Cette adhésion est médiée par la liaison du domaine C de la Nétrine-1 avec
les intégrines al6P34 et a3B1. Ces intégrines furent alors définies comme des récepteurs de cette
protéine. Leur interaction favoriserait la migration des cellules épithéliales pancréatiques. De
plus, il est pertinent de noter que le domaine C de la Nétrine-1 comporte des motifs RGD
(Serafini et al., 1994), reconnus pour interagir avec certaines intégrines (Hynes, 1992). Plus
récemment, des études ont démontré que la voie de signalisation Nétrine-1/intégrine o634

pourrait réguler la croissance et la migration des cellules du cancer du sein (Yuan et al., 2020).

3.43 MCAM (CD146)

MCAM est une glycoprotéine transmembranaire de type I appartenant a la famille des
Immunoglobulines. Son domaine extracellulaire est composé de cinq domaines Ig ainsi que
plusieurs sites de N-glycosylation, qui stabilisent la structure de la protéine et favorisent ses

interactions avec d’autres molécules.

Initialement identifi¢é comme marqueur tumoral dans le mélanome (Sers et al., 1993), des études
récentes montrent que le récepteur MCAM est également activement impliqué dans une variété
de processus biologiques, tels que le développement, la migration cellulaire, la différenciation
des cellules souches mésenchymateuses et la réponse immunitaire (Wang et al., 2020). De plus,

MCAM est aujourd’hui reconnu comme un nouveau biomarqueur de I’angiogenése et du cancer

(Wang & Yan, 2013).



En 2015, une étude a démontré que la Nétrine-1 est capable de se lier au récepteur MCAM avec
une bonne affinité, induisant 1’activation des cellules endothéliales (Tu et al., 2015). La délétion
du geéne Cd146 dans I’endothélium murin, ou la perturbation de I’interaction entre la Nétrine-1
et le récepteur par un anticorps anti-MCAM spécifique, réduit I’angiogenése induite par la
Nétrine-1. Chez les embryons de poisson zebre, la réduction de I’expression de Ntnl ou Cd146
entraine des défauts vasculaires présentant une similarité importante (Tu et al., 2015). Des
¢tudes complémentaires sont néanmoins nécessaires pour approfondir notre compréhension des

fonctions biologiques associées a la signalisation Nétrine-1/MCAM.

3.4.4 APP

Le récepteur APP, souvent appelé récepteur de la protéine précurseur de ’amyloide, est une
glycoprotéine transmembranaire impliquée dans divers processus biologiques et est
particulierement étudiée dans le contexte de la maladie d’Alzheimer. Il a été démontré que la
protéolyse du récepteur APP induirait la production du peptide amyloide-, dont
I’accumulation forme des plaques caractéristiques de la maladie dans le cerveau des patients
(Beyreuther et al., 1991; Kang et al., 1987). Quelques années plus tard, une étude a démontré
qu’APP est un récepteur de la Nétrine-1, et que son interaction avec ce ligand activerait
’activité transcriptionnelle du récepteur, diminuant la production de 1’amyloide-f3 et atténuant
ainsi les troubles cognitifs chez un modéle murin (Lourenco et al., 2009). Aujourd’hui, nous
savons que le récepteur APP est capable de moduler la voie de signalisation induite par le
récepteur DCC et la Nétrine-1 et que son recrutement est nécessaire pour 1’élongation des
axones commissuraux médiée par la Nétrine-1 (Rama et al., 2012). A ce jour, aucune étude n’a

permis d’établir le réle de I’interaction APP/Nétrine-1 dans les cancers.

3.45 A2b

A2b est I'un des quatre sous-types de récepteurs a 1’adénosine appartenant a la famille des
récepteurs couplés aux protéines G (GPCR) de classe A. Ce récepteur transmembranaire a
plusieurs rdles physiologiques et pathologiques importants. Il régule notamment le tonus
vasculaire en augmentant le niveau intracellulaire d’adénosine monophosphate cyclique
(AMPc), ce qui conduit a une relaxation des cellules musculaires lisses et donc a une

vasodilatation. Dans une étude visant a identifier des partenaires de DCC, il a été démontré



qu’A2b interagit avec DCC (Corset et al., 2000). A2b a ainsi ét¢ défini comme un récepteur de
la Nétrine-1, avec un role spécifique dans la régulation des niveaux d’AMPc, favorisant la
croissance axonale. Bien que le récepteur A2b soit désormais connu pour ses fonctions dans la
régulation de la prolifération et de la migration des cellules tumorales (Kasama et al., 2015; Sui
etal.,2021; Vecchio et al., 2016), aucun mécanisme impliquant la voie de signalisation Nétrine-

1/A2b dans le cancer n’a encore été identifié.
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Figure 19 : Les récepteurs de la Nétrine-1.

4. Fonctions des Nétrines au cours du développement embryonnaire et chez

I’adulte

4.1. La Nétrine-1

La Nétrine-1 a été largement étudiée pour son rdle dans le développement du systéme nerveux

en tant que facteur de guidage axonal. Elle régule ainsi 1’attraction (de la Torre et al., 1997,



Serafini et al., 1994), la répulsion (Colamarino & Tessier-Lavigne, 1995; Masuda et al., 2008),
I’¢longation des axones vers des sites spécifiques (Corset et al., 2000) et la synaptogenese,
assurant ainsi le bon développement des réseaux neuronaux qui sous-tendent les fonctions
cognitives et motrices (Boyer & Gupton, 2018). Outre son role dans le développement du SNC,
la Nétrine-1 est également décrite pour son implication dans la morphogenése des organes
comme la glande mammaire, ou elle favoriserait I’agrégation cellulaire (Srinivasan et al., 2003).
Elle permettrait aussi la différenciation fonctionnelle de la glande mammaire en vue de la
lactation (Strizzi et al., 2008). La Nétrine-1 joue également un réle dans la morphogeneése
pulmonaire, ou elle influencerait la croissance et la forme des bourgeons épithéliaux émergents
(Liu et al., 2004). Par ailleurs, la Nétrine-1 contribue a la migration et & I’adhésion des
progéniteurs pancréatiques (Yebra et al., 2003). Plus récemment, le role des facteurs de guidage
neuronal dans I’angiogen¢se a ét¢ mis en lumicre. Ainsi, la Nétrine-1 a été décrite dans
I’angiogenese (Castets & Mehlen, 2010; Lu et al., 2004; Park et al., 2004). Le développement
du SNC, la morphogenése des organes branchés ainsi que 1’angiogenése sont des processus qui
nécessitent des signaux extracellulaires pour guider les cellules. Dans ce contexte, la Nétrine-1
joue un role dans la régulation de I’adhésion et la migration cellulaire au cours de ces différents
processus. Toutefois, d’autres mécanismes cellulaires sont également modulés par la Nétrine-1
tels que la pluripotence cellulaire (Huyghe et al., 2020; Ozmadenci et al., 2015) et la réponse
immunitaire (Ducarouge et al., 2023; Mirakaj & Rosenberger, 2017).

Comme nous ’avons vu précédemment, la Nétrine-1 est aussi impliquée dans le contexte
tumoral, ou elle promeut la prolifération, la survie, la migration et la plasticité des cellules

tumorales (Boussouar et al., 2020; Broutier et al., 2016; Cassier et al., 2023; Sung et al., 2019).

4.2. La Nétrine-4

Une combinaison d’expériences structurelles in vitro et in vivo a permis de démontrer que la
Nétrine-4 se comporte différemment de son homologue Nétrine-1. En effet, la Nétrine-4 est
plus proche des chaines 3 de la laminine, d’ou son nom de B-Nétrine. Dans le systéme nerveux,
le profil d’expression de la Nétrine-4 semble étre principalement limité a la rétine et au bulbe
olfactif. Des expériences d’hybridation in situ et de localisation immunohistologiques ont
montré que la Nétrine-4 est absente de la plaque du plancher et du ganglion spinal dorsal (DRG)

pendant le développement et dans les tissus adultes. La Nétrine-4 est cependant retrouvée dans



les membranes basales du systéme vasculaire, du rein et des ovaires, ce qui fait supposer que la
Nétrine-4 pourrait jouer un role important dans [’angiogenc¢se (Koch et al., 2000).
Contrairement a la Nétrine-1 qui participe a la différenciation des ostéoclastes (Maruyama et
al., 2016; Mediero et al., 2015), la Nétrine-4 serait impliquée dans la différenciation et la

migration des ostéoblastes (Enoki et al., 2017).

Plusieurs études ont démontré que 1’expression de la Nétrine-4 est modulée dans le cancer,
notamment dans le cancer colorectal (Eveno et al., 2011) ou le cancer du sein (Yi et al., 2022).
Cependant, son rdle reste aujourd’hui controversé car elle pourrait a la fois favoriser ou inhiber
I’angiogenese et la migration des cellules cancéreuses (Eveno et al., 2011; Lejmi et al., 2008;
Nacht et al., 2009). Une autre étude a également rapporté que la Nétrine-4 pourrait promouvoir
la prolifération, la migration et la survie des cellules endothéliales lymphatiques (Larrieu-

Lahargue et al., 2010).

Plus récemment, des chercheurs ont démontré que la Nétrine-4 n’interagit avec aucun des
récepteurs de la Nétrine-1, tels que les récepteurs de la famille UNC5 ou DCC, et constitue un
régulateur clé de la rigidité de la membrane basale (MB) grace a sa forte affinité avec la chaine
v des laminines (Mehlen & Fattet, 2021; Reuten et al., 2016). La Nétrine-4 se lie fortement a la
laminine y1, bloquant ainsi efficacement la polymérisation du réseau de laminines de la MB et
perturbant également les réseaux préexistants d’une manicre non enzymatique. La MB est une
fine couche de matrice extracellulaire, trés flexible, qui participe au soutien des cellules et des
tissus (Chang & Chaudhuri, 2019). Elle joue un role complexe dans la migration des cellules
cancéreuses. Initialement, celle-ci sert de barriere mécanique que les cellules cancéreuses
doivent franchir pour se disséminer. Afin de migrer, les cellules sécrétent alors des enzymes
protéolytiques, telles que les MMP, capables de dégrader les composants de la MB. Les cellules
cancéreuses possedent des récepteurs spécifiques, tels que les intégrines, qui se lient aux
composants de la MB. Ces interactions peuvent activer des voies de signalisation intracellulaire
qui encouragent la migration et ’invasion des cellules tumorales, ce que nous détaillerons dans
le Chapitre I11. Les études sur I’expression de la Nétrine-4 dans les cancers sont contradictoires.
Selon les pathologies, la Nétrine-4 est associée a un pronostic favorable (Esseghir et al., 2007;
Yi et al., 2022) ou défavorable (Lv et al., 2015). Ainsi, I’expression de la Nétrine-4 pourrait
favoriser ou inhiber 1’invasion des cellules tumorales et la formation de métastases, selon le

mécanisme de migration mis en jeu.



4.3. La Nétrine-5

La Nétrine-5 est le dernier membre de la famille des Nétrines a avoir été découvert et reste peu
caractérisée. Elle semble étre fortement exprimée dans les cellules des capsules frontieres
ventrales durant le développement embryonnaire (Garrett et al., 2016). Ces cellules sont
localisées a I’interface entre le SNC et le SNP et jouent un rdle clé dans la formation et le
maintien de ce dernier. La délétion du géne Ntn5 chez la souris entraine une modification de la
migration des corps cellulaires des motoneurones, initialement responsables de I’activation des
muscles et du controle des mouvements, en dehors de la moelle épiniere. Il semblerait que la
Nétrine-5 empéche la migration aberrante de ces corps cellulaires en dehors du SNC. Chez
I’adulte, cette protéine semble étre préférentiellement observée dans certaines zones
neurogéniques du cerveau, comme le bulbe olfactif, la zone sous-ventriculaire et le gyrus denté
de I’hippocampe (Yamagishi et al., 2015), laissant présager un rdle hypothétique dans la
neurogenese adulte. Des altérations de la neurogenese hippocampique et du bulbe olfactif sont
fréquemment observées chez les patients et modeles de rongeurs atteints de la maladie de
Huntington (Ernst et al., 2014). Il serait donc intéressant d’étudier I’expression de la Nétrine-5

dans ces régions afin de savoir si elle pourrait jouer un role dans ’apparition de cette maladie.

4.4. Les Nétrines-G1 et -G2

Les Nétrines-G1 et -G2 jouent un rdle crucial dans la communication neuronale. En se liant a
leurs ligands respectifs Netrin-G1 ligand 1 et 2 (NGL1 et NGL2) (Woo et al., 2009), elles
favorisent la croissance des axones thalamo-corticaux (Lin et al., 2003), induisent et
maintiennent la formation des synapses excitatrices (Kim et al., 2006) et contribuent a la
segmentation subdendritique dans 1I’hippocampe et le cortex (Nishimura-Akiyoshi et al., 2007).
De plus, I’expression anormale de ces Nétrines est associée a des phénotypes comportementaux
chez la souris (Zhang et al., 2008) et a la schizophrénie, la bipolarité, 1’épilepsie du lobe
temporal et le syndrome de Rett chez ’homme (Aoki-Suzuki et al., 2005; Borg et al., 2005;
Eastwood & Harrison, 2008; Ohtsuki et al., 2008; Pan et al., 2010).

Plus récemment, une étude a mis en évidence une forte expression de la Nétrine-G1 dans le
carcinome ¢épidermoide pulmonaire associée a un mauvais pronostic chez ces patients (Hao et

al., 2020). Plus tard, une nouvelle étude a révélé que la Nétrine-G1 est impliquée dans la



tumorigeneése des adénocarcinomes canalaires pancréatiques (PDAC). En effet, une forte
expression de cette protéine a été retrouvée dans les fibroblastes associés au cancer (CAF) et
soutiendrait la survie des cellules tumorales en influengant le métabolisme du
glutamate/glutamine. Son expression est ici aussi corrélée a un mauvais pronostic chez les
patients atteints de PDAC (Francescone et al., 2021). Enfin, des scientifiques ont également
démontré que la Nétrine-G1 modulait la résistance au cisplatine dans les cellules du cancer
épithélial de 1’ovaire (Fang et al., 2021) et favoriserait la prolifération et la migration des
cellules de carcinome hépatocellulaire (Gao et al., 2024). D’aprés les données du Cancer
Genome Atlas (TCGA), une expression faible de la Nétrine-G2 est quant a elle retrouvée dans
les leucémies de I’adulte, dans les cancers du sein, du poumon, du cblon et dans les
adénocarcinomes du pancréas. Néanmoins, aucune publication n’a jusqu’a présent rapporté le

role de cette Nétrine dans les pathologies citées.

Comme nous ’avons indiqué précédemment, la Nétrine-3 est le membre le plus proche en
termes de séquence de la Nétrine-1 dans la famille des Nétrines chez I’homme, suggérant ainsi
une possible convergence fonctionnelle entre ces deux molécules. En dépit de cette relation
structurale et fonctionnelle potentielle, il est surprenant de constater que la Nétrine-3 n’a fait
I’objet que de 7 publications dans la littérature scientifique actuelle. Dans ce manuscrit, nous
proposons donc de résumer ces avancées de maniére exhaustive, en mettant en lumicre les
découvertes clés concernant ’identification, la signalisation ainsi que les fonctions de la

Nétrine-3 au cours du développement embryonnaire et chez 1’adulte.

1. Identification et localisation chromosomique

En 1999, le groupe de Marc Tessier-Lavigne a isolé, cloné puis séquencé pour la premicre fois
le géne codant la Nétrine-3 murine a partir de cerveaux de souris néonatales (Wang et al., 1999).
Elle partage notamment un degré d’identité de 87,2% avec la protéine codée par le géne humain
NTNZ2L. En revanche, elle présente un degré d’identité nettement plus faible avec la Nétrine-2

et la Nétrine-1 de poulet (71,6 et 52,4%, respectivement). Ces résultats suggérent alors que le



gene murin Ntn3 est ’orthologue strict du géne humain NTN2L, mais pas celui du géne NTN2
chez le poulet, comme cela avait été démontré quelques années plus tot pour NTN2L (Van Raay
et al., 1997). Cette conclusion est é¢galement soutenue par la localisation du géne N3 dans la
région proximale du chromosome 17 de la souris, qui correspond a la région 16p13.3 du

chromosome humain ou se situe le géne NTN2L.

2. Profil d’expression

Afin de déterminer la distribution régionale des différents transcrits du géne Ntn3 au cours des
premiers stades embryonnaires, des analyses par hybridation in sifu ont été réalisées pour
étudier 1’expression de la Nétrine-3 murine sur des sections d’embryons de souris de E9.5 a

E14.5 (Figures 20, 21 et 22).

Nétrine-1 (souris) Nétrine-3 (souris) Nétrine-1 (poulet) Nétrine-2 (poulet)

E9.5 St18
E10.5 St22
E11.5 St26

Figure 20 : Expression comparative de la Nétrine-1 murine (A, E, I), de la Nétrine-3
murine (B, F, J), de la Nétrine-1 de poulet (C, G, K) et de la Nétrine-2 de poulet (D, H, L)
dans la moelle épiniére embryonnaire par hybridation in situ (adaptée de Wang et al.,
1999). 11 convient de noter que le signal le long du bord de la zone ventriculaire et dans le
canal central sur I et J est un effet de bord et ne constitue pas un signal réel. Sc : moelle
épiniere ; d: ganglion de la racine dorsale; fp: plaque du plancher; vz: zone
ventriculaire ; dm : dermomyotome ; s : somite. Barre d’échelle : 0, 25 pm.

Contrairement a la Nétrine-1 murine ainsi qu’a la Nétrine-1 et -2 chez le poulet, I’expression
de la Nétrine-3 murine n’est pas détectée lors des premiers stades du développement de la

moelle épiniere (Figure 20A-H). En revanche, le signal le plus intense est observé dans les



ganglions de la racine dorsale (Figure 20B-F). Au stade E11.5, ’ARN messager (ARNm) de
la Nétrine-3 murine est également détecté a de faibles niveaux dans la colonne motrice de la
moelle épiniére ventrale (Figure 20J). A tous ces stades de développement, aucun signal n’a
été¢ observé dans la plaque du plancher (fp) ou la zone ventriculaire (vz), deux régions ou
I’expression des genes Ntnl/NTN1 et NTN2 est observée chez la souris et le poulet. Le signal
de la Nétrine-3 murine dans la moelle épiniére ventrale est maintenu a un faible niveau jusqu’au
stade E14.5 (Figure 21B-C et Figure 22D). Au stade E9.5, I’expression de la Nétrine-3 murine,
visualisée sur des coupes transversales au niveau des membres antérieurs, €tait la plus élevée
dans les ganglions de la racine dorsale en condensation (Figure 20A). Cette expression persiste
jusqu’au stade E12.5 (Figure 21A-C), puis diminue en intensité vers E14.5 (Figure 21D). Une
expression faible de la Nétrine-3 murine dans les tissus mésenchymateux a également été
observée a E9.5 et E10.5 (Figure 21A), avant de devenir plus marquée aux stades E11.5 et
E12.5 (Figure 21B-C). A E14.5, I’expression de la Nétrine-3 murine est retrouvée dans les
myotubes en cours de différenciation, de maniere similaire a la Nétrine-1 (Figure 21D-F). 11
est intéressant de noter qu’a ce stade avancé du développement, a I’exception de la moelle
épinicre, les profils d’expression de la Nétrine-1 et la Nétrine-3 murine sont trés similaires, en
particulier dans les muscles et les bronches (Figure 21G-I). Ce résultat suggere que les deux
genes pourraient avoir des fonctions similaires ou redondantes dans ces tissus a ce stade du

développement.

Nétrine-3 (souris)

Neétrine-1 (souris)

Figure 21: Expression de la Nétrine-3 et de la Nétrine-1 a différents stades du
développement chez I’embryon de souris (adaptée de Wang et al., 1999). A-C : Nétrine-3
murine a E10.5 (A), E11.5 (B), et E12.5 (C). D-F : Expression de la Nétrine-3 murine a
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E14.5 dans des sections transversales (D), avec un grossissement plus élevé montrant
I'expression dans le poumon (E) et dans les muscles (E, F). G-I : Expression de la Nétrine-
1 murine a E14.5 dans des sections adjacentes a celles montrées en D-F, respectivement.
Les motifs d'expression de la Nétrine-1 et de la Nétrine-3 sont similaires dans les muscles
et le poumon. d : ganglion de la racine dorsale ; 1b : bourgeon du membre ; o : cesophage
; cm : mésenchyme en condensation ; m : muscle ; 1 : poumon ; sc : moelle épiniére. Barre
d’échelle : 1,4 mm (A-D, G) ; 0,33 mm (E, F, H, I).

Dans la région de la téte, I’expression de la Nétrine-3 murine est la plus élevée a E9.5 dans le
ganglion trigéminal (V) en cours de différenciation, le ganglion géniculé (VII), le ganglion
vestibulaire (VIII), le ganglion glossopharyngien (IX) et les ganglions nodulaire et jugulaire
(X) (Figure 22A). A E11.5 et E12.5, I’expression de la Nétrine-3 murine est également détectée
dans le thalamus en développement (Figure 22C-D).

Figure 22 : Expression de la Nétrine-3 murine dans la région de la téte de ’embryon de
souris aux stades E9.5 (A), E10.5 (B), E11.5 (C) et E12.5 (D) (adaptée de Wang et al.,
1999). V: ganglion trigéminal; VII: ganglion du nerf facial; VIII: ganglion
vestibulaire ; IX : ganglion glossopharyngien ; f: prosencéphale ; h : rhombencéphale ;
m : mésenchyme ; fleches : thalamus ; tétes de fleche : signal positif dans la partie ventrale
du tube neural dans le rhombencéphale. Barre d’échelle : 1,4 mm.

Un an plus tard, il a ét¢ montré chez la Drosophile que le récepteur de la Nétrine A nommé
Frazzled réorganise activement la position de la protéine Nétrine A, entrainant une distribution
de la protéine significativement différente de celle de ’ARNm de la Nétrine A (Hiramoto et
al., 2000). En réponse a cette découverte, une nouvelle étude a été menée pour identifier les
zones de localisation de la Nétrine-3 au sein de I’embryon de souris en utilisant une approche
différente de celle employée par Wang en 1999. Pour établir le profil de localisation de la

protéine Nétrine-3 au cours de l'embryogenése, Clare Seaman et Helen Cooper ont donc



effectué une analyse immunohistochimique en utilisant un sérum anti-peptide ciblant un peptide
unique N-terminal de la Nétrine-3 de souris. Aucun niveau significatif de la protéine Nétrine-3
n'a été détecté dans la moelle épiniere précoce entre les jours embryonnaires E9.5 et E11.5. En
revanche, des niveaux trés faibles ont été observés entre E10.5 et E12.5 dans les ganglions de
la racine dorsale (GRD), conformément aux schémas d'expression de I'ARNm précédemment
rapportés (PuschelPiischel, 1999; Wang et al., 1999). Des concentrations élevées de protéine
Nétrine-3 ont été observées dans les neurones moteurs du tube neural aux stades embryonnaires
E13.5, E14.5 et E15.5. Par ailleurs, la protéine Nétrine-3 a été détectée dans les GRD a ces
mémes stades, avec une forte concentration dans la sous-population des grands neurones
présents dans chaque ganglion. La localisation de la Nétrine-3 suggere donc qu'elle peut jouer
un role crucial dans la fasciculation et le guidage des axones. De plus, une forte expression des
récepteurs DCC et Néogénine a été détectée sur les axones projetés par les neurones sensoriels,
ce qui confirme le réle potentiel de la Nétrine-3 dans I'élaboration des trajets nerveux
périphériques (Seaman & Cooper, 2001). Cette méme année, Colleen-Manitt et ses collegues
ont rapporté que, chez le rat, la Nétrine-3 est exprimée dans la moelle épiniére embryonnaire
mais n’est pas détectée a 1’age adulte (Manitt et al., 2001). Cette observation suggere une
nouvelle fois que la Nétrine-3 pourrait jouer un role plus significatif dans le développement du

SNP que dans celui du SNC.

3. Affinité de la Nétrine-3 avec les récepteurs a dépendance

Outre les différences observées dans les sites d’expression, il a été montré que la Nétrine-3 est
capable de se lier a tous les récepteurs prototypiques de la Nétrine-1, incluant DCC, la
Néogénine et les récepteurs de la famille UNCS5 (UNC5H1, UNC5H2 et UNC5H3) (Wang et
al., 1999). Cette découverte suggére que la signalisation médiée par la Nétrine-3 pourrait étre
transmise par I’intermédiaire de ces récepteurs, de maniere similaire a ce qui a été décrit pour
la Nétrine-1. Il a néanmoins été observé que la Nétrine-3 présente une affinité plus faible pour
le récepteur DCC par rapport a la Nétrine-1 (Wang et al., 1999). Cette différence d’affinité
pourrait indiquer que la Nétrine-3 murine posséde une capacité moindre a promouvoir la
croissance des axones commissuraux via le récepteur DCC. Toutefois, des études

complémentaires seront nécessaires pour confirmer cette hypotheése.



4. Propriétés fonctionnelles de la Nétrine-3 au cours du développement

embryonnaire

En conditions in vitro, les chercheurs ont démontré que la protéine murine Nétrine-3 peut a la
fois imiter 1’activité promotrice de la croissance des axones commissuraux observée avec la
Nétrine-1 et reproduire son effet répulsif sur les axones moteurs trochléaires (Wang et al.,
1999). 11 est donc pertinent de se demander si la Nétrine-3 pourrait étre spécialisée dans les
interactions avec les récepteurs de la Nétrine-1 autres que DCC in vivo, en particulier dans le
cadre d’activités répulsives. L’exploration du phénotype de perte de fonction chez des souris
mutantes pour le géne Ntn3 devrait permettre de répondre a cette question et aider a déterminer
son rdle spécifique dans le guidage des axones ainsi que dans le développement des tissus non

neuronaux.

Bien que les données sur les fonctions de la Nétrine-3 en dehors du systéme nerveux restent
limitées, des recherches récentes ont commencé a révéler le profil d’expression de cette protéine

ainsi que ses fonctions potentielles a 1’age adulte.

1. La Nétrine-3 comme suppresseur de douleur neuropathique diabétique (DNP)

La douleur neuropathique diabétique (DNP) est la complication invalidante la plus fréquente
du diabete, touchant environ 30 % des patients (Feldman et al., 2017; Shillo et al., 2019). La
DNP commence généralement par une hypersensibilité aux stimuli mécaniques et thermiques
au niveau des pieds, avant de s'étendre progressivement aux parties proximales du corps sous
forme de douleurs brilantes, de picotements, de sensations électriques, de crampes ou de
douleurs persistantes (Callaghan et al., 2012). La DNP réduit de maniére significative la qualité
de vie des patients, et il n'existe actuellement aucun traitement curatif pour cette maladie (Sloan

etal., 2018).

Dans une étude parue en 2023, des scientifiques se sont intéressés a la compréhension
moléculaire de I’apparition de la DNP (Pan et al., 2023). Ils ont notamment montré que la

Nétrine-3 maintient son expression dans les neurones sensoriels primaires des ganglions de la



racine dorsale tout au long de 1’age adulte. L ablation génétique du géne Nn3 chez les souris
ne géncre cependant pas de défauts développementaux ou comportementaux apparents.
Cependant, dans un modele murin de diabéte, la déficience de Ntn3 conduit a une augmentation
marquée du bourgeonnement intra-épidermique des axones sensoriels, exacerbant ainsi la
pathogénie de la SNP. En revanche, la surexpression du géne N3 au niveau des DRG bloque
significativement le bourgeonnement aberrant des axones sensoriels et atténue la DNP chez les

souris diabétiques.

Ces données mettent en évidence le potentiel de la Nétrine-3 en tant que cible thérapeutique
innovante pour le traitement de la DNP. Il est donc crucial que des recherches futures se
concentrent sur 1’identification des récepteurs et des effecteurs en aval de la liaison de la
Nétrine-3, afin de mieux comprendre les mécanismes moléculaires sous-jacents et de
développer des thérapies ciblées basées sur cette molécule. Par ailleurs, il sera également
intéressant d’explorer le réle de la Nétrine-3 dans d’autres formes de douleurs neuropathiques,

au vu des similitudes observées dans les modifications pathologiques des nerfs périphériques.

2. LaNétrine-3 comme indicateur pronostique et cible thérapeutique chez certains

cancers

Le neuroblastome (NB) est la tumeur solide extracranienne la plus fréquente chez I’enfant,
représentant 7 a 8% de tous les cancers pédiatriques. Prés de 90% des neuroblastomes
surviennent chez les enfants de moins de 6 ans. Ce cancer prend naissance dans les cellules
nerveuses immatures appelées neuroblastes, présentes chez le feetus en développement. 11 se
développe généralement au niveau des glandes surrénales ou, moins souvent, dans d’autres
parties de 1’abdomen, du thorax, du cou et de la moelle épiniére. La classification des
neuroblastomes est basée sur divers criteres prédictifs de leur évolution et détermine la stratégie
thérapeutique a utiliser. La taille de la tumeur primaire, sa localisation et son extension générale
(présence ou non de métastases) ainsi que loco-régionale sont ainsi pris en compte dans la
classification. Les métastases se situent principalement dans les os, la moelle osseuse, le foie,
les ganglions lymphatiques et moins fréquemment au niveau de la peau et du cerveau. De plus,
I’age du patient constitue un facteur clé dans I’évolution de la maladie. A stade identique, les

nourrissons de moins d’un an présentent un pronostic plus favorable que les patients de plus



d’un an. Ces critéres sont fondamentaux pour la stratification de I’International Neuroblastoma

Staging System (INSS) (Tableau 7).
Tableau 7 : Classification des neuroblastomes selon ’INSS.

Stratification des neuroblastomes selon I'INSS

Le cancer est localisé au niveau du site d'origine, sur un seul c6té du corps. Exérése

Stade 1 macroscopiquement compléte, méme si un examen microscopique peut révéler la présence
de cellules cancéreuses. Les ganglions lymphatiques a proximité de la tumeur ne sont pas
atteints, bien que ceux situés a l'intérieur de la tumeur puissent étre positifs.

2A : le cancer est toujours localisé au niveau du site d'origine et d'un seul coté du corps,
mais toute la tumeur visible n'a pas pu étre retirée par chirurgie. Les ganglions
lymphatiques proches de la tumeur ne sont pas atteints.

Stade 2
2B: le cancer est d'un seul c6té du corps avec exérése compléte ou incompléte. Les

ganglions lymphatiques proches de la tumeur sont atteints mais le cancer ne s'est pas
propagé aux ganglions lymphatiques de l'autre c6té du corps ni ailleurs.

Le cancer ne s'est pas propagé dans les parties éloignées du corps mais 1'un des cas suivants
est vrai :
-Le cancer ne peut pas étre complétement retiré par chirurgie et a traversé la ligne
Stade 3 médiane (définie comme la colonne vertébrale) pour atteindre I'autre partie du corps.
Il peut s'étre propagé aux ganglions lymphatiques voisins.
-Le cancer est toujours dans la zone d'origine. Il s'est propagé aux ganglions
lymphatiques relativement proches mais de l'autre c6té du corps.
-Le cancer se développe dans les deux cotés du corps.

Le cancer s'est propagé a des parties éloignées du corps, telles que les ganglions
Stade 4 lymphatiques distants, les os, le foie, la peau, la moelle osseuse et d'autres organes. On parle
aussi de neuroblastome métastatique. Le stade 4 ne comprend pas les tumeurs de stade 4S.

L'enfant est 4gé de moins d'un an. La tumeur est de stade 1 ou 2 et présente des métastases
Stade 4S limitées au foie, a la peau et/ou a la moelle osseuse. Dans ce cas, moins de 10% des cellules
de la moelle sont cancéreuses.

Des progres significatifs ont été réalisés pour affiner cette classification, notamment grace a
I’identification de marqueurs biologiques des cellules cancéreuses associées a un pronostic
favorable ou défavorable. Aujourd’hui, I’amplification de 1’oncogéne MYCN est 1’'un des
principaux facteurs pris en compte par les cliniciens (Matthay et al., 2016). En effet,
I’amplification du locus 2p24 (incluant MYCN) semble conférer un avantage prolifératif aux
cellules cancéreuses, puisque ce géne code pour le facteur de transcription MYCN, capable de
réguler I’expression des geénes impliqués dans la prolifération cellulaire et 1’agressivité
tumorale. Cette amplification est observée dans plus de 30% des tumeurs de neuroblastome au
moment du diagnostic. Ainsi, sa surexpression est fortement associée a un mauvais pronostic

chez les patients.

Etant donné que le neuroblastome affecte principalement des enfants en bas age, les thérapies

anticancéreuses peuvent entrainer des effets secondaires particulierement graves. Il est donc



crucial de développer des outils de diagnostic fiables et non invasifs ainsi que des thérapies

ciblées efficaces et peu toxiques pour les cellules saines.

Le laboratoire du Dr Patrick Mehlen est initialement connu pour ses recherches sur le réle des
récepteurs a dépendance au cours du développement embryonnaire et dans la tumorigenése. Au
cours des derni¢res années, les travaux menés au sein de I’équipe se sont principalement
concentrés sur les récepteurs de la Nétrine-1, c’est-a-dire DCC et les récepteurs de la famille
UNCS. Nous savons désormais que la signalisation induite par ce ligand et ses récepteurs
favorise la survie et la prolifération des cellules cancéreuses. Des investigations sont
actuellement menées pour évaluer I’efficacité clinique de I’inhibition de I’interaction entre la
Nétrine-1 et ses récepteurs par un anticorps monoclonal humanisé contre la Nétrine-1, appelé
NP137 (Grandin et al., 2016). Les résultats préliminaires d’un essai clinique de phase 1, réalisé
sur des patientes présentant un cancer solide avancé, mettent en évidence une activité

antitumorale prometteuse (Cassier et al., 2019).

Il se trouve que I’épitope reconnu par 1’anticorps NP137 est fortement conservé chez la Nétrine-
2 exprimée chez les oiseaux. Cette protéine a initialement ét¢ identifiée comme 1’orthologue de
la Nétrine-3 humaine, dont le profil d’expression et le role potentiel dans la cancérologie n’ont
jamais été étudiés. Par conséquent, 1’équipe a cherché a étudier 1’expression de la Nétrine-3
dans le contexte tumoral. Ces travaux ont fait I’objet d’un projet de thése mené par I’étudiante
Shan Jiang ainsi que d’une publication dans le journal EMBO Molecular Medicine (Jiang et al.,
2021, Annexe 1), a laquelle j’ai contribué lors de ma premiére année de thése dans le cadre des

révisions.

Nous avons tout d’abord étudié 1’expression du géne NTN3 au sein d’une cohorte de données
de séquencage ARN de plus de 675 lignées cancéreuses humaines, regroupant 16 types de
cancers différents. Nous avons découvert que le géne NTN3 est principalement surexprimé dans
les lignées neuroectodermiques et neuroendocrines, contrairement au gene NTNI qui est
largement surexprimé dans la majorité des cancers. Plus précisément, une forte expression du
geéne NTN3 est retrouvée dans deux pathologies spécifiques : le neuroblastome et le cancer du
poumon a petites cellules. De plus, cette analyse a permis de mettre en évidence que
I’expression des genes NTN3 et NTNI est mutuellement exclusive, puisque leur expression

concomitante n’a été observée que dans seulement 0,015% des lignées cellulaires. Ce résultat



suggere qu’un événement sélectif pourrait étre a 1I’origine de la haute expression du géne NTN3

dans ces deux types de cancers neuroépithéliaux.

Nous avons ensuite étudié plus en détail I’expression du geéne NTN3 par réaction de
polymérisation en chalne quantitative aprés rétrotranscription (RT-qPCR) dans 181
¢chantillons de neuroblastome humain (Gibert et al., 2014). Cette étude a démontré que
I’ARNm du géne NTN3 est spécifiquement retrouvé dans les tumeurs avancées et hautement
métastatiques correspondant au stade 4 de la maladie. Par ailleurs, les échantillons ont été
regroupés selon 1’amplification du géne MYCN afin de pouvoir comparer 1’expression du géne
NTN3 entre les tumeurs associées a un bon ou un mauvais pronostic. Nous avons observé que
I’expression du gene NTN3 est corrélée a une survie globale réduite dans cette cohorte, avec
une survie a 5 ans de 46,6% pour les tumeurs présentant des niveaux d’expression élevés du
géne NTN3, contre 72,5% celles caractérisées par des niveaux plus faibles. Ceci suggere une

fonction potentielle de la Nétrine-3 dans la progression et I’agressivité du NB.

Pour affiner la caractérisation moléculaire de ces tumeurs, nous avons réalisé une analyse
d’enrichissement de génes (GSEA) afin d’identifier les voies de signalisation associées a
I’expression du géene NTN3. Nous avons démontré que les voies régulées par MYCN, ainsi que
les signatures liées a I’instabilit¢ génomique et au cycle cellulaire E2F et G2M, sont
surexprimées dans les tumeurs caractérisées par une haute expression du gene NTN3.
L’inhibition de I’expression du géne MYCN grace a I’utilisation de small interfering RNA
(siRNA) dans deux lignées de NB a permis de mettre en évidence que 1’expression du géne
NTN3 est régulée par le gene MYCN. Ce résultat a également été confirmé par une analyse
d’immunoprécipitation de la chromatine suivi d’un séquencage (ChIP-seq) de lignées
cellulaires de NB. En effet, un site de liaison pour la protéine MYCN a été observé au niveau
du promoteur du géne NTN3, corrélé a un spectre d’acétylation de la lysine 27 de I’histone H3
(H3K27ac) et de monométhylation de la lysine 4 de I’histone H3 (H3K4mel), indiquant que le
facteur de transcription codé par le géne MYCN contribue directement a ’activation de la
transcription du géne N7N3 dans le NB. Enfin, nous avons évalué I’effet de I’inhibition du géne
NTN3 in vivo en réalisant une xénogreffe de cellules de NB sur la membrane
chlorioallantoidienne (CAM) d’embryons de poulet, un mod¢le bien établi pour étudier la
croissance tumorale (Berthenet et al., 2020; Stupack et al., 2006). Les résultats ont montré que
les tumeurs formées a partir des cellules inactivées pour le géne NTN3 étaient significativement

plus petites comparées aux contrdles.



De la méme maniére que pour le NB, nous avons cherché a comprendre le rdle de la Nétrine-3
dans le CBPC. Nous avons d’abord approfondi 1’analyse de son expression en réalisant une
analyse RNAscope sur des sections de tissus de CBPC fixés au formol et inclus en paraffine
(FFPE). Alors que la Nétrine-1 n’a été détectée que dans 10% des échantillons, la Nétrine-3 est
retrouvée a un niveau ¢levé dans 90% des échantillons testés, confirmant notre observation
précédente concernant leur profil d’expression exclusif. Nous avons ensuite effectué un
criblage in silico des facteurs de transcription impliqués dans 1’agressivité du CBPC et
découvert que I’expression de la Nétrine-3 est associ¢e a celle des facteurs de transcription
NEURODI et ASCL1 (Borromeo et al., 2016). Ce résultat a été confirmé par 1’analyse de
données publi¢es de ChIP-seq, ou nous avons identifié¢ des sites de liaison spécifiques pour
NEURODI1 et ASCLI1 en amont du promoteur du géne NTN3 dans les lignées cellulaires de
CBPC (Borromeo et al., 2016; Huang et al., 2018; Robinson et al., 2011; Upton et al., 2020).
Ces données montrent également que les sites de liaison sont centrés autour d’un large domaine
d’H3K27ac qui englobe la région intergénique en amont du géne N7N3, ainsi que la majeure
partie du corps du gene. Cela suggere que la liaison de NEURODI1 et ASCL1 a ce site est
associée a I’activation transcriptionnelle du gene NTN3. Il est également important de noter
qu’aucune liaison n’a été détectée au niveau du promoteur du géne NTN1. De plus, I’expression
du géne NTN3 est significativement diminuée lorsque les génes NEURODI et ASCLI sont
silencés dans des lignées neuroendocrines de CBPC, indiquant que ces facteurs régulent

directement le transcrit de la Nétrine-3.

Il est décrit dans la littérature que la Nétrine-1 favorise la progression tumorale en bloquant la
mort cellulaire induite par DCC et UNC5B. Nous avons donc alors voulu savoir si la Nétrine-
3 était capable de se lier aux récepteurs de la Nétrine-1 avec la méme affinité. En raison des
échecs de production de la Nétrine-3 recombinante humaine, les essais ont été réalisés avec la
Nétrine-2 de poulet (chNTN2), longtemps considérée comme 1’orthologue phylogénétique de
la Nétrine-3 humaine. Les résultats montrent que la chNTN2 se lie aux récepteurs UNCSB et
UNCSC avec une affinité trés proche de celle de la Nétrine-1, tandis qu’elle interagit avec une
affinité plus faible avec les récepteurs DCC, UNCSA et NEOI. La Nétrine-3 et la Nétrine-1
présentent une homologie de 75% en termes de conservation des protéines, et cette homologie
atteint 90,1% pour la région de 1’épitope reconnue par I’anticorps NP137. Grace a la
technologie d’interférométrie de bio-couche (BLI), nous avons non seulement démontré que le
NP137 peut se lier a la chNTN2, mais qu’il est également capable d’inhiber I’interaction

chNTN2/UNC5B de mani¢re dose-dépendante. Enfin, nous avons évalué [Dactivité



antitumorale de cet anticorps chez des souris immunodéficientes xénogreffées avec des cellules
de CBPC appelées H82. Cette étude a montré que le NP137 induit une réduction significative

de la croissance tumorale et une amélioration de la survie des animaux.

En conclusion, cette nouvelle étude révele que :

- L’expression de la Nétrine-3 est spécifique aux lignées cellulaires neuroendocrines et
neuroépithéliales.

- La Nétrine-1 et la Nétrine-3 sont mutuellement exclusives dans la grande majorité des
lignées cancéreuses humaines.

- Une forte expression de la Nétrine-3 est corrélée a un pronostic défavorable dans le
neuroblastome.

- Les facteurs MYCN, NEURODI1 et ASCLI régulent la transcription du géene NTN3

- La Nétrine-1 et la Nétrine-3 pourraient potentiellement étre ciblées par le méme

anticorps monoclonal thérapeutique.



Le développement de tumeurs secondaires dans une partie du corps éloignée du cancer primitif
est appelé¢ formation de « métastases ». Bien que les métastases soient 1’'un des principaux
mécanismes responsables de 1’échec des thérapies anticancéreuses et de 90% des déces liés au
cancer, les mécanismes sous-jacents de leur formation restent aujourd’hui mal compris. La
génération d’une métastase implique que des cellules cancéreuses quittent leur site primaire,
circulent dans le sang ou la lymphe en résistant a la pression exercée dans les vaisseaux,
s’adaptent a un nouvel environnement cellulaire dans un site secondaire et échappent aux
attaques des cellules immunitaires (Maitra, 2019; Massagué & Obenauf, 2016). En 2011,
Hanahan et Weinberg avaient alors défini 1’activation de I’invasion et la formation de
métastases comme 1’une des caractéristiques fondamentales du cancer (Hanahan & Weinberg,

2011).

Le processus de dissémination englobe plusieurs étapes de la cascade métastatique, permettant
aux cellules tumorales malignes de développer des caractéristiques fonctionnelles afin de se
détacher de la tumeur primaire et de migrer vers des tissus ¢loignés (Lambert et al., 2017). Les

cing étapes clés de ce processus sont les suivantes :

-Invasion : processus par lequel les cellules tumorales se détachent de la tumeur
primaire et migrent vers des tissus voisins. Cette étape nécessite un remodelage et/ou
une dégradation de la matrice extracellulaire (MEC). Cette invasion implique
généralement la migration collective de groupes de cellules (Friedl et al., 2012).
Cependant, des reprogrammations cellulaires telles que la transition ¢épithélio-
mésenchymateuse peuvent également participer a la dispersion de cellules cancéreuses

individuelles.

-Intravasation : une fois que les cellules cancéreuses ont envahi le stroma qui entoure
la tumeur primaire, elles doivent pénétrer dans les vaisseaux sanguins ou dans les

canaux lymphatiques. Les cellules tumorales doivent alors adhérer a 1’endothélium



vasculaire afin de pénétrer a I’intérieur. Ce processus est médié par des interactions entre
des molécules d’adhésion spécifiques a la surface des cellules tumorales et des

récepteurs sur les cellules endothéliales.

-Circulation : cette étape désigne la circulation des cellules cancéreuses dans le sang
ou la lymphe afin d’étre transportées vers des sites distants. Bien que le temps de transit
des cellules tumorales circulantes soit trés faible, ces cellules sont soumises a divers
obstacles physiques, notamment la perte d’adhésion au substrat ou le stress de
cisaillement (Headley et al., 2016). En outre, les cellules cancéreuses en circulation sont
vulnérables a une attaque immunitaire, en particulier par les cellules NK, qui les ciblent

pour une élimination rapide.

-Extravasation : processus par lequel les cellules cancéreuses sortent des vaisseaux
sanguins ou lymphatiques pour entrer dans les tissus environnants. Cette étape nécessite
que les cellules traversent la paroi endothéliale par un processus appelé migration
transendothéliale (Reymond et al., 2013). Néanmoins, d’autres mécanismes ont
récemment été découverts tels que I’induction de la nécrose programmée (nécroptose)
dans les cellules endothéliales, permettant la formation de métastases pulmonaires

(Strilic et al., 2016).

-Colonisation : il s’agit de I’étape terminale de la cascade métastatique, ou les cellules
tumorales doivent s’ancrer dans un nouveau microenvironnement tissulaire, dépourvues
des cellules stromales, des facteurs de croissance et des constituants de la MEC qui
soutenaient précédemment leur survie et prolifération au niveau du site primaire. Afin
de former une tumeur secondaire, les cellules doivent donc s’adapter a ce nouvel
environnement pour continuer a proliférer. Parfois, des programmes de dormance
cellulaire peuvent étre activés par la présence ou ’absence de signaux dans le
microenvironnement, permettant alors aux cellules de soutenir leur survie et échapper

aux agents thérapeutiques (Giancotti, 2013; Sosa et al., 2014).

1. Propriétés et caractéristiques



La matrice extracellulaire est une structure complexe constituée de centaines de protéines,
offrant un soutien et un point d’ancrage aux cellules environnantes, aussi bien dans des
conditions physiologiques que pathologiques (Hynes & Naba, 2012). En plus de leur rdle
architectural, les protéines de la MEC émettent des signaux que les cellules interprétent et
transmettent via des récepteurs de surface comme les intégrines (Charras & Sahai, 2014;
Hastings et al., 2019). Elles ont également la capacité de se lier a des facteurs de croissance et
de moduler leurs propriétés de signalisation. Les altérations de la MEC (composition
biochimique, intégrité, propriétés mécaniques) sont d’ailleurs souvent associées a des maladies
comme les fibroses, les maladies musculosquelettiques et cardiovasculaires (Bonnans et al.,
2014; Tozzo & Gubbiotti, 2018) et interviennent aussi dans le cancer (Pickup et al., 2014;
Theocharis et al., 2019). En effet, les observations cliniques ont montré qu’une augmentation
de la quantité de MEC est associée a une plus grande agressivité des tumeurs et & un pronostic
plus défavorable pour les patients (Bonnans et al., 2014; Boyd et al., 2007; Provenzano et al.,
2008; Slattery et al., 2013). Bien que les modifications spécifiques de la MEC dans le contexte
tumoral ne soient pas encore complétement élucidées, il est désormais évident que celle-ci joue
un role déterminant sur 1’ensemble des caractéristiques du cancer, incluant I’initiation, la
progression et la formation de niches métastatiques (Hoye & Erler, 2016; Oskarsson, 2013;

Pickup et al., 2014) (Figure 23).
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Figure 23 : Influence de la MEC sur les caractéristiques fondamentales du cancer
(adaptée de Socovich & Naba, 2019).



Les caractéristiques physiques de la MEC, telles que sa rigidité, sa porosité, son insolubilité,
ainsi que son agencement et son orientation spatiales, définissent son role dans le maintien de
I’architecture et de 1’homéostasie des tissus. Les propriétés biochimiques de la MEC
déterminent quant a elles la maniére dont elle transmet les signaux aux cellules, influengant leur
interaction avec I’environnement et modulant divers processus cellulaires via des cascades de
signalisation. La MEC est une entité¢ trés dynamique qui subit continuellement des
modifications au cours des différentes étapes du développement embryonnaire et postnatal. Le

remodelage de la MEC concerne trois aspects principaux :

-les variations dans la quantité des composants de la matrice, résultant de modifications
de leur synthese

-les changements dans la composition de la MEC, résultant de la dégradation sélective
de certains éléments

-I’organisation spatiale des composants de la MEC, y compris leur agencement et leur

interaction

La modification de I'un de ces trois paramétres peut engendrer des changements dans les
propriétés de la MEC, affectant ainsi le tissu environnant et jouant un réle déterminant dans la
formation et la progression des cancers. Les cellules cancéreuses interagissent ainsi avec une
MEC extrémement rigide dans le microenvironnement de la tumeur primaire, tandis que les
cellules cancéreuses qui se propagent vers des organes distants rencontrent une MEC trés
différente, aussi bien au niveau de la composition que de la rigidité de celle-ci (Romani et al.,

2022).

2. Composition

La MEC est composée d’une variété de molécules biochimiquement distinctes regroupées au
sein du matrisome, qui inclut des collagenes, des glycoprotéines, des protéoglycanes et des
polysaccharides. Les variations des quantités relatives et de 1’organisation des macromolécules
dans la MEC ont donné lieu a une diversité structurale remarquable, chaque structure étant
finement adaptée aux besoins fonctionnels des différents tissus. Les composants de la MEC
constituent a la fois la membrane basale (MB), une fine couche de la MEC située entre les
cellules épithéliales ou endothéliales et le tissu conjonctif. Ils forment également la matrice

interstitielle, qui occupe 1’espace entre les cellules dans les tissus conjonctifs.



2.1. Les collagénes

La famille des collagénes est le composant principal de la MEC et fournit a la fois une résistance
mécanique et des signaux aux cellules et aux tissus. Des études indiquent que les collagénes
constituent environ 90% de la MEC chez I’homme (Hynes & Naba, 2012; Naba et al., 2016).
Ils sont majoritairement synthétisés par les fibroblastes. En effet, ces cellules sont présentes
dans tous les tissus conjonctifs et sont capables de produire et sécréter les précurseurs du
collageéne (procollagéne), qui sont ensuite modifiés et assemblés en fibres de collagéne a
I’extérieur de la cellule. A ce jour, 28 collagénes différents ont été identifiés, créant une
composition unique de MEC dans les tissus (Ricard-Blum, 2011). Ces collagénes peuvent étre
divisés en deux sous-familles : les collagenes dits fibrillaires, a I’origine de la formation de
fines structures filamenteuses, et les collagénes non fibrillaires ou formant des réseaux. La
classe fibrillaire regroupe les collagenes de type I, II, 111, V, XI, XXIV et XXVII et sont les
composants principaux des matrices interstitielles. Les autres collageénes, tels que les types IV,
VIII, X, XV et XVIII, forment quant a eux les membranes basales (Ricard-Blum, 2011). Le
role clé du collagene IV dans la membrane basale a été démontré dans une étude menée par
Poschl en 2004. Ses recherches ont montré que la perte totale de collagéne IV, obtenue par une
délétion des genes Col4al et Col4a2 dans un modele murin, entraine une létalité embryonnaire
aux stades E10.5-E11.5. Ces observations ont mis en évidence que 1’absence de ce collagéne
provoque une déstabilisation majeure des membranes basales, conduisant principalement a une
dilatation des vaisseaux sanguins et des saignements cardiaques chez I’embryon (Poschl et al.,
2004). Les altérations significatives dans la composition et I’organisation des fibres de
collagéne sont associées a des modifications majeures des propriétés biomécaniques des tissus.
De nombreuses études ont révélé que les collageénes sont souvent dérégulés dans les tumeurs
solides (Pickup et al., 2014) et peuvent affecter la prolifération, I’invasion et la migration des
cellules tumorales, notamment dans le cancer du pancréas (Chen et al., 2022; Madsen, 2021),
du sein (Oskarsson, 2013) et dans le glioblastome (Tsai et al., 2021). Chez les patients atteints
d’un CBPC, des résultats préliminaires ont montré la présence de niveaux plus élevés de
collageénes de type III et XI dans le sérum des patients par rapport aux témoins sains
(Thorlacius-Ussing et al., 2023). L’ensemble de ces résultats démontre que les collageénes
dérivés de tumeurs jouent un rdle important dans la progression tumorale et la dissémination

métastatique (De Martino & Bravo-Cordero, 2023).



2.2. Les glycoprotéines

Les glycoprotéines de structure sont des protéines auxquelles sont attachées de courtes chaines
glucidiques. Parmi les glycoprotéines les plus abondantes, on trouve les laminines, la
fibronectine, la vitronectine, I’entactine, les ténascines, les thrombospondines, 1’ostéonectine,
ainsi que les glycoprotéines liées a I’¢lastine. Certaines d’entre elles, telles que la fibronectine,
sont ubiquitaires, tandis que d’autres, comme les laminines des membranes basales, présentent
des localisations plus spécifiques. En dépit de leur hétérogénéité en termes de structure, de taille
et de distribution, ces glycoprotéines partagent des caractéristiques communes et possedent
plusieurs domaines structuraux et fonctionnels comme des sites d’interaction avec d’autres
macromolécules extracellulaires ainsi que des sites de fixation aux cellules, via des intégrines
ou d’autres récepteurs contenant le motif RGD, un élément présent notamment au niveau du
domaine C des Nétrines. Dans cette section, nous nous focaliserons sur le role des laminines et

de la fibronectine dans les cancers.

-Les laminines : les laminines sont de grandes glycoprotéines hétérotrimériques
associées avec le collagene de type IV, les nidogenes, I’agrine et le pelécan au sein des
membranes basales (Aumailley, 2013). Elles constituent les principales protéines non
collagéniques des membranes basales. Comme mentionné dans le Chapitre II partie 1.2,
chaque hétérotrimere de laminine est composé d’une chaine a, d’une chaine {3 et d’une
chaine y. Elles présentent une expression spécifique selon les cellules et les tissus et sont
reconnues par les intégrines ainsi que par d’autres types de récepteurs (Arimori et al.,
2021; Romagnoli et al., 2019). Les laminines modulent les phénotypes cellulaires et la
différenciation, tant in vitro que pendant I’organogenése in vivo (Yap et al., 2019). Au
moins 16 isoformes de laminines sont présentes chez les mammiferes et leur distribution
est spécifique d’un tissu. Dans le cancer du sein, plusieurs isoformes de la laminine
jouent un role crucial dans le développement de la maladie, comme la laminine-111,
dont I’expression est souvent perdue, entrainant des altérations de la polarité cellulaire
(Gudjonsson et al., 2002). D’autres laminines, telles que la laminine-332, pourraient
favoriser la croissance tumorale des carcinomes épidermoides (Marinkovich, 2007). La
sous-unité B3 de la laminine, dont le géne code pour I’une des trois sous-unités de la
laminine-332, augmente significativement les capacités invasives et métastatiques de

certains types de cancer (Zhang et al., 2019a).



-La fibronectine : elle représente une glycoprotéine majeure de la MEC, indispensable
au développement des Vertébrés. En effet, les souris mutées pour le géne fibronectine
(FNI) meurent des les premiers stades embryonnaires. Ce phénomeéne est causé par un
déficit de migration des cellules embryonnaires inhibant la mise en place du mésoderme
(George et al., 1993). Chez I’adulte, elle régule I’interaction entre les cellules et la
matrice lors d’événements fondamentaux tels que la cicatrisation des plaies, la fibrose
ou encore la progression tumorale. Des études antérieures ont montré que cette
glycoprotéine favorise I’invasion et la migration des cellules tumorales en guidant et
soutenant leur échappement de la tumeur primaire (Gopal et al., 2017). De plus, il a été
démontré que la fibronectine est également capable de promouvoir la prolifération des
cellules tumorales et d’empécher 1’apoptose dans le cancer de I’ovaire (Mitra et al.,

2011).

2.3. Les protéoglycanes

Les protéoglycanes sont des molécules complexes composées d’une protéine centrale liée a des
chaines de glycosaminoglycanes (GAG). Ces disaccharides disposent de groupes carboxyle et
sulfate qui conférent une charge négative a ces molécules. Cette charge leur permet de se lier a
divers cytokines et facteurs de croissance dans la MEC. Ils sont localisés dans les matrices des
membranes interstitielles mais aussi dans les membranes basales. Environ 36 types de
protéoglycanes ont été identifiés chez les mammiféres, chacun ayant des fonctions bien
spécifiques (Hynes & Naba, 2012). Ils participent a I’intégration des événements de
signalisation cellulaire, avec des implications directes pour la carcinogenese et la progression
du cancer (Nikitovic et al., 2018; Pinho & Reis, 2015). Par exemple, des niveaux élevés de
versican ont été relevés dans le cancer du sein et seraient associés a un risque élevé de rechute
(Ricciardelli et al., 2002). La surexpression du protéoglycane glypican-3 (GPC-3) augmente la
prolifération des cellules cancéreuses du foie in vitro et in vivo en renforgant la signalisation

Wnt (Capurro et al., 2005).

3. Les protéines de 1I’adhésion cellulaire a la matrice



Environ 700 genes du génome humain sont associés au matrisome, et codent des protéines qui
influencent la régulation des fonctions de la MEC (Socovich & Naba, 2019). Les protéines

associées a la matrice extracellulaire sont regroupées en trois catégories principales :

-les protéines « sécrétées » : englobent des facteurs de croissance, des cytokines et
d’autres molécules qui se lient a la MEC

-les protéines « régulatrices » : composées de diverses molécules, telles que les
protéases (MMP, héparanases, cathepsines) qui dégradent les composants de la MEC,
les inhibiteurs de protéase ou encore les enzymes de réticulation (transglutaminases,
lysyl oxydases) qui catalysent la formation de liaisons covalentes entre les protéines de
la MEC. Dans le contexte tumoral, des changements dans ’activité de ces protéines
entrainent un remodelage anormal de la matrice qui peut favoriser la dissémination
métastatique (Yuzhalin et al., 2018)

-les protéines « affiliées a la MEC » : regroupent des molécules qui se lient a des
structures rigides de la MEC, telles que les mucines, les lectines de type C, les glypicans

et les syndécans, essentielles pour 1’ancrage des cellules.

3.1. Le complexe cellulaire d’adhésion a la matrice (CMAC)

Les complexes d’adhésion cellule-matrice (CMAC) sont des points d’attachement des cellules
a la matrice extracellulaire. Cette liaison est assurée par les récepteurs cellulaires a la matrice,
tels que les intégrines, et par les protéines adaptatrices. Elle établit des connexions physiques
et régulatrices entre la MEC et le systéme de microfilaments d’actine de la cellule. Pour cela,
des récepteurs membranaires a la MEC s’accumulent dans les lamellipodes de la cellule, qui
correspondent a des extensions de la membrane plasmique s’étendant vers I’avant de la cellule
en migration. Ce processus initie la création de sites d’adhésion au sein des lamellipodes qui
formeront par la suite des « adhésions focales », structures spécialisées qui permettent aux
cellules de s’ancrer dans la MEC. En 2008, le chercheur John Lock a regroupé ces structures
sous le nom de « complexes d’adhésion cellule-matrice », englobant les récepteurs a la matrice,
les protéines du cytosquelette, des enzymes de signalisation cellulaire ainsi que leurs protéines
adaptatrices (Lock et al., 2008). En plus de leur rdle crucial dans la migration cellulaire, ces
structures participent aussi a la régulation de la survie, de la différenciation et de la prolifération

des cellules.



3.2. Les récepteurs cellulaires a la matrice

Les intégrines sont une famille de glycoprotéines transmembranaires qui agissent comme
principaux récepteurs et senseurs des signaux transmis par la MEC. Elles sont composées d’un
long domaine extracellulaire muni d’une téte globulaire, un domaine transmembranaire ainsi
qu’une queue cytoplasmique. Aujourd’hui, plus de 24 récepteurs hétérodimériques a3 sont
connus, chacun ayant des fonctions spécifiques et non redondantes. Ces fonctions ont
principalement été déterminées par 1’inactivation des genes d’intérét chez la souris, révélant
des phénotypes distincts. Les intégrines se lient aux composants de la matrice via leur domaine
extracellulaire, et aux protéines du cytosquelette et de signalisation grace a leur queue
cytoplasmique (Kanchanawong & Calderwood, 2023). Grace a ces connexions, les intégrines
fournissent donc des signaux chimiques et mécaniques a I’intérieur et a I’extérieur de la cellule.
Chez les mammiferes, les intégrines sont retrouvées sous des combinaisons précises selon leur
microenvironnement et leur ligand associ¢ (Figure 24). Il est intéressant de noter que les

intégrines o331, a6B1 et a7P1 interagissent avec les laminines.
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Figure 24 : La famille des intégrines (adaptée de Hynes, 2002). Les astérisques indiquent
des domaines cytoplasmiques issus d’un épissage alternatif.



Les intégrines sont synthétisées et s’hétérodimérisent au sein du réticulum endoplasmique (RE).
Elles subissent ensuite des modifications post-traductionnelles au sein de 1’appareil de Golgi et
sont transportées sous forme d’hétérodimeres inactifs vers la membrane plasmique (Figure 25).
Les intégrines regoivent alors un signal appelé « outside-in», sous I’effet du Mg?*
extracellulaire (Tiwari et al., 2011) et des forces exercées par la MEC, qui induit un changement
conformationnel (ouverture des sous-unités a et 3 de I’intégrine) ce qui permet son activation
ainsi que le recrutement de protéines intracellulaires telles que FAK, taline, vinculine (VCL),
formant les adhésions focales (Takagi et al., 2002). D’autres signaux, appelés « inside-out »,
régulent quant a eux le déplacement des inhibiteurs intracellulaires des intégrines et permettent
la liaison de la taline aux queues B des intégrines, contrdlant ainsi de maniére précise 1’affinité
des intégrines pour les ligands de la MEC. Les cellules s’ancrent alors et exercent une traction
sur les fibrilles de la MEC, créant une tension intracellulaire. Cette tension entraine une
réorganisation du cytosquelette. Elle active les Rho-GTPases, générant des forces de traction
importantes capables d’influencer la propagation, la croissance, la survie et la motilité¢ des

cellules dans le contexte physiologique et pathologique.

° Mg2+

e

2 - Liaison au ligand et

activation Matrice

extracellulaire

\/ 2 Régulation de l'affinité des
Membrane plasmique = intégrines pour I'ECM
Cytoplasme r—? a IIB & \ B

Changement
conformationnel

3 - Recrutement des
protéines régulatrices

1 - Transport vers la Dimére inactif
membrane plasmique
e Dimérisation q
* Modifications post- Taline
© traductionnelles FAK

P

RE

Régulation de la
transcription des
intégrines ;

Noyau /}

Figure 25 : Syntheése et activation « outside-in » des intégrines (adaptée de Kechagia et al.,
2019).



Les syndécans sont également des récepteurs importants de la MEC. Ils constituent une petite
famille de protéoglycanes transmembranaires largement présents chez les Invertébrés et les
Vertébrés (Couchman, 2003). 11 existe quatre membres de la famille des syndécans chez les
mammiferes, dont trois (syndécans-1 a -3) présentent une distribution tissulaire restreinte,
tandis que le quatriéme (syndécan-4) est exprimé de manicre ubiquitaire (Morgan et al., 2007).
Leur structure comprend une protéine centrale ancrée dans la membrane plasmique par un
domaine transmembranaire. Cette protéine est reliée a des chalnes de glycosaminoglycanes,
telles que I’héparane sulfate. Ces molécules agissent comme des récepteurs pour divers facteurs
de croissance, mais elles jouent aussi un rdle crucial dans 1’adhésion cellulaire en se liant a des
protéines de la MEC telles que la fibronectine, la laminine et la vitronectine. Il a ét¢ démontré
que la formation des adhésions focales dépend de I’interaction d’une intégrine spécifique de
I’adhésion a la fibronectine (I’intégrine a5B1) avec un protéoglycane de surface cellulaire (le
syndécan-4) (Bloom et al., 1999). Le syndécan-4 se lie a la fibronectine via le sulfate
d’héparane, ce qui stabilise I’interaction entre 1’intégrine et la fibronectine. Ainsi, I’engagement
du syndécan aide a I’assemblage et a la maturation des adhésions focales, structures essentielles

pour I’ancrage des cellules a 1a MEC.

Outre les intégrines et les syndécans, d’autres récepteurs sont également impliqués dans
I’adhésion cellulaire a la matrice. On peut citer notamment les Discoidin Domain Receptor 1 et
2 (DDR1 et DDR2) capables de se lier aux collageénes, la layiline (Bono et al., 2001; Glasgow
et al., 2022) ou encore CD44, récepteur du hyaluronate (Aruffo et al., 1990).

3.3. Les molécules associées au récepteur

Au sein des CMAC, les intégrines se regroupent et interagissent avec plusieurs protéines
adaptatrices cytoplasmiques telles que les talines, la a-actinine, la vinculine, la paxilline, les
protéines de la famille Src et FAK. Ces molécules assurent non seulement la connexion des
intégrines au cytosquelette d’actine, mais elles jouent également un rdle crucial dans I’initiation

des voies de signalisation intracellulaires.

3.3.1 Les protéines de liaison au cytosquelette



Parmi les molécules impliquées dans 1’organisation des complexes d’adhésion, la vinculine
joue un rdle crucial en interagissant directement avec la taline et la a-actinine. La taline, qui se
présente sous forme de dimeéres antiparalleles flexibles, établit un lien physique entre les
intégrines et le réseau d’actine. Quant a la ai-actinine, elle assure la réticulation du cytosquelette
en reliant les filaments d’actine, ce qui régule la rigidité et la structure des filaments d’actine

dans le corps cellulaire (Figure 26).

3.3.2 Les protéines a I’origine de I’initiation des voies de signalisation

intracellulaires

FAK joue le role de molécule adaptatrice dans les interactions protéine-protéine aux sites
d’attachement des cellules a la MEC, participant ainsi a la formation de la structure de soutien
des adhésions focales (McLean et al., 2005). Elle transmet également des signaux d’adhésion
cellulaire et de croissance vers I’intérieur de la cellule, que nous détaillerons dans la partie I11.3
de ce chapitre. Une kinase de la famille Src est alors recrutée au niveau de la membrane
plasmique et se lie a FAK. Ceci entraine des cascades de signalisation intracellulaires qui
incluent I’activation des c-Jun N-terminal kinases (JNK), MAPK/ERK, PI3K/Akt et d’autres
voies associées a la croissance et la migration cellulaire. Enfin, la paxilline (PAX) est également
recrutée vers les sites d’adhésions focales ou elle interagit avec des protéines du cytosquelette

et d’autres kinases afin d’influencer la stabilité¢ des complexes d’adhésion.
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Figure 26 : Représentation schématique d’une adhésion focale en maturation (adaptée de
Kechagia et al., 2019 et McLean et al., 2005).



4. Altérations de la MEC au cours du processus de dissémination métastatique

Il est largement reconnu que les interactions entre les cellules et 1’altération du
microenvironnement peuvent promouvoir la malignité. A I’inverse, les cellules tumorales sont
capables de moduler leur microenvironnement pour favoriser leur survie, établissant ainsi une
boucle de rétrocontrdle positif. La composition biochimique de la MEC dérivée des tumeurs
differe de celle de la MEC des tissus normaux. Des études ont démontré que le stroma tumoral
est généralement plus rigide que le stroma normal et que le tissu du cancer du sein peut étre
jusqu’a 10 fois plus rigide que le tissu mammaire normal (Butcher et al., 2009; Kass et al.,

2007).

Dans les cas de carcinome in situ, la membrane basale sépare les cellules tumorales du stroma.
Cette barriere doit étre franchie pour permettre a certaines cellules de s’échapper de la tumeur
primaire et se disséminer vers les tissus adjacents. Des analyses d’imagerie ont révélé que la
MB entourant les 1ésions précancéreuses présente un amincissement et une perte significative
de la laminine-111, un composant majeur de la MB, suggérant donc un remodelage de la MEC
(Gudjonsson et al., 2002). Le clivage et la dégradation des composants de la MEC est le
processus principal de ce remodelage. Ils peuvent étre réalisés par des protéases spécifiques
telles que les métalloprotéases, les désintégrines et métalloprotéases (ADAM), ainsi que les
désintégrines et métalloprotéases avec motifs thrombospondine (ADAMTS). De plus, certaines
protéases clivent spécifiquement les résidus sérine, cystéine et thréonine. Ces protéases sont
sécrétées principalement par les cellules stromales telles que les fibroblastes associés au cancer
ainsi que par les cellules cancéreuses. D’autres mécanismes peuvent également faciliter la
rupture ou le remodelage de la MB, indépendamment de la protéolyse réalisée par ces protéases.
Par exemple, une étude a démontré que les CAF sont capables de modifier I’organisation et les
propriétés physiques de la MB en exergant des forces contractiles, rendant alors la MB

permissive pour I’invasion des cellules cancéreuses (Glentis et al., 2017).

Une fois que les cellules tumorales ont envahi le parenchyme, leur dissémination métastatique
est facilitée par le remodelage de la matrice extracellulaire interstitielle en faisceaux rigides et
linéaires de collagéne de type I, souvent enrichis en fibronectine (Miroshnikova et al., 2017).
La réticulation du collagéne est dépendante de la lysyl-oxidase (LOX), une enzyme
principalement sécrétée par les CAF (Mohammadi & Sahai, 2018). Elle réticule de manicre

covalente les fibres de collagéne par des résidus de lysine et d’hydroxylysine spécifiques,



générant une matrice plus rigide (Pankova et al., 2016). Ces trajets linéarisés de la MEC
favorisent la migration dirigée des cellules tumorales vers les vaisseaux sanguins, ou les cellules

peuvent efficacement s’introduire dans la circulation (Han et al., 2016).

Aprées ’intravasation, les cellules tumorales rencontrent un environnement fluide radicalement
différent de celui du site tumoral primaire. La majorité des cellules tumorales circulantes
meurent dans les heures qui suivent ’intravasation en raison du stress de cisaillement
hémodynamique, de I’attaque du systéeme immunitaire et de 1’anoikis, une forme spécifique
d’apoptose due a un défaut d’interaction entre la cellule et la matrice extracellulaire (Rejniak,
2016). Les CTC peuvent contourner I’anoikis en augmentant 1’expression de protéines
impliquées dans la formation d’adhésions dépendantes des intégrines. Par exemple,
I’expression de la fibronectine est augmentée dans les CTC du cancer du pancréas par rapport
aux cellules tumorales primaires (Yu et al., 2012). Ce résultat suggeére donc que les CTC
peuvent sécréter des protéines spécifiques pour renforcer le signal de survie dépendant des

adhésions aux intégrines.

Lors de I’extravasation, les CTC se bloquent dans les microcapillaires et s’associent aux
cellules endothéliales vasculaires, ou elles peuvent subir une migration transendothéliale. Les
CTC peuvent étre physiquement piégées au niveau des capillaires en raison de leur petit
diametre ou adhérer activement a 1'endothélium via des récepteurs transmembranaires présents
sur les CTC, les cellules endothéliales, les cellules immunitaires ou les plaquettes (Strilic &
Offermanns, 2017). L’interaction entre I’intégrine aV 3 des CTC et la fibronectine plasmatique
peut faciliter 1’attachement des cellules tumorales a [’endothélium favorisant ainsi
I’extravasation (Malik et al., 2010). Une étude a démontré qu’une expression accrue de
fibronectine est fréquemment retrouvée sur la face luminale des vaisseaux sanguins hépatiques

chez les patients atteints de cancer du colon (Kai et al., 2019).

De récentes études ont montré que les tumeurs primaires conditionnent les sites métastatiques
potentiels avant 1’arrivée des cellules tumorales en sécrétant divers facteurs protéiques et
lipidiques bioactifs capables de modifier le tissu distal pour créer un microenvironnement
favorisant la rétention, la survie et la croissance des cellules tumorales disséminées. Ces
modifications de la composition tissulaire concernent principalement la composition et

I’organisation de la MEC et définissent ce que 1’on appelle la niche pré-métastatique (Peinado



et al., 2017). Ainsi, les protéines sécrétées par les cellules tumorales primaires jouent un role

clé dans la détermination du potentiel métastatique de la tumeur.

1. Caractéristiques de FAK

1.1. Généralités

La kinase d’adhésion focale (FAK) est une protéine tyrosine kinase ubiquitaire et
cytoplasmique originellement identifiée au niveau des sites de regroupement des intégrines
appelées les adhésions focales, qui sont proéminentes chez les cellules cultivées in vitro
(McLean et al., 2005). FAK joue un role de régulateur multifonctionnel de la signalisation
cellulaire dans le microenvironnement tumoral. Pendant le développement des organismes et
dans divers types de cancers, elle favorise la motilité, la survie et la prolifération des cellules

par des mécanismes dépendants et indépendants de son activité kinase (Sulzmaier et al., 2014).

1.2. Géne de FAK

La protéine FAK est codée par le géne protéine tyrosine kinase 2 (PTK2), localisé¢ sur le
chromosome 8q24.3 chez I’homme. Ce geéne est largement exprimé dans la plupart des cellules
humaines (Sulzmaier et al., 2014). La tyrosine kinase 2 riche en proline (PYK2), également
appelée PTK2B, est un orthologue de FAK avec une similarité de séquences d’acides aminés
d’environ 45%. Dans des mod¢les murins mutés pour le géne Ptk2, il a ét¢ démontré que PYK2

peut compenser certaines fonctions de FAK perdues (Lim et al., 2010).

1.3. Structure de FAK

FAK est une protéine de 125 kDa, dont la structure est trés conservée au sein des especes. Elle

est constituée de trois principaux domaines : un domaine amino-terminal, un domaine carboxy-



terminal et un domaine central, responsable de 1’activité catalytique de la protéine (Figure 27)
(Cornillon et al., 2003). La région Focal Adhesion Targeting (FAT), située a I’extrémité C-
term, est essentielle pour la localisation de FAK au niveau du complexe d’adhésion par
I’intermédiaire de sa liaison avec la taline et la paxilline. La taline facilite I’interaction de FAK
avec le réseau de filaments d’actine indispensable a son activation. Le domaine amino-terminal
est composé d’une séquence homologue a la bande protéique 4.1/ERM (ezrine — radixine —
moésine) correspondant au domaine FERM (F pour protéine). Ce domaine est impliqué dans
les interactions avec les domaines cytoplasmiques des récepteurs transmembranaires (Schaller,
2001). La phosphorylation de la tyrosine 397 (Y397) est principalement réalisée par
autophosphorylation. Cette modification crée un site de haute affinité pour le domaine SH2 de
la kinase Src (et d’autres protéines contenant un domaine SH2), ce qui permet & Src de

phosphoryler d’autres résidus tyrosine sur FAK, dont la tyrosine 925 (Y925).

SRC SRC SRC

® ® ® ® ® ©®

Y1|94 Y397 K454 Y576 and Y577 Y861 Y925 Y1007
F2
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Figure 27 : Structure de FAK (adaptée de Sulzmaier et al., 2014). Certains partenaires de
liaison sont représentés au niveau de leur site d’interaction avec FAK. PRR : régions
riches en proline.

2. Activation de FAK

L’activation de FAK et la signalisation qu’elle engendre sont des processus complexes et
finement régulés (McLean et al., 2005). FAK existe principalement sous une conformation
inactive de monomeéres auto-inhibés. Cette forme inactive est maintenue par des interactions
entre le domaine FERM et le domaine kinase de FAK, qui empéchent 1’autophosphorylation de
la tyrosine 397 (Lietha et al., 2007).



La signalisation médiée par les intégrines est 1’'un des principaux mécanismes responsables de
I’activation de FAK. La liaison des intégrines a la matrice extracellulaire provoque un
changement de conformation, passant d’un état « basal » a un état « activé ». Cette modification
permet la formation de complexes d’adhésion focale avec d’autres protéines intracellulaires.
Des protéines comme la taline ou la paxilline sont alors recrutées au niveau des intégrines
activées. La taline se lie au domaine de la sous-unité B des intégrines, ce qui permet le
recrutement de FAK au niveau de la membrane. Dés lors, ’interaction auto-inhibitrice entre les
domaines FERM et kinase est levée, entrainant I’autophosphorylation de FAK au niveau du site
Y397. Cette phosphorylation induit une modification conformationnelle de FAK libérant un
site de liaison SH2 de haute affinité pour les membres de la famille Src. L’interaction avec Src
permet la phosphorylation de FAK aux sites Y576, Y577 et Y925, nécessaire a 1’activation

compléte de son activité kinase.

Les variations de force au niveau des adhésions focales peuvent entrainer I’activation de FAK
et favoriser la phosphorylation de la paxilline, ce qui renforce I’interaction de celle-ci avec le
cytosquelette d’actine. Ceci favorise alors le recrutement de la vinculine et la maturation des

adhésions focales (Plotnikov et al., 2012).

3. Signalisation et fonctions induites par FAK

Dans un contexte non pathologique, FAK joue un rdle crucial dans la régulation de plusieurs

processus cellulaires.

3.1. Au cours du développement

L’inactivation de FAK chez la souris entraine une 1étalité embryonnaire trés importante, li¢e
notamment a des défauts majeurs dans les tissus mésodermiques et le systéme cardiovasculaire
(Furuta et al., 1995; Ili¢ et al., 1995). En effet, une étude a rapporté que les souris KO pour
I’expression de la protéine FAK présentent une anomalie dans la morphogenéese des
cardiomyocytes ainsi qu’une hypertrophie ventriculaire (Peng et al., 2008). FAK est également
impliquée dans 1’angiogenese et le développement des vaisseaux vasculaires dans les étapes
tardives du développement puisqu’elle contrdle la stabilisation et le remodelage des cellules

endothéliales (Shen et al., 2005). Chez les neurones, FAK fonctionne en aval des Nétrines pour



favoriser la croissance des neurites et le guidage des axones (Liu et al., 2004; Ren et al., 2004).
Dans ces publications, les chercheurs ont mis en évidence que la Nétrine-1 induit la
phosphorylation de FAK et DCC, révélant un nouveau mécanisme d’activation de la protéine

FAK.

3.2. Dans les jonctions d’adhérence inter-cellulaires

Les jonctions adhérentes (JA) sont des complexes protéiques formés au niveau des contacts
entre les cellules endothéliales ou épithéliales, composés de cadhérines, de caténines et d’a.-
actinine qui permettent le maintien de I’intégrité cellulaire au sein des tissus. En réponse a
divers stimuli cellulaires, des protéines d’adhésion focales telles que FAK sont recrutées au
niveau des jonctions adhérentes (Mui et al., 2016). Chez les cellules endothéliales, FAK se lie
a la VE-cadhérine en réponse a la stimulation du facteur de croissance de 1’endothélium

(VEGF) ce qui entraine le désassemblage des jonctions adhérentes (Chen et al., 2012).

FAK et Src peuvent également étre recrutés au niveau des jonctions adhérentes des cellules
¢pithéliales, ou ils induisent un remodelage de 1’actomyosine. Ce processus entraine une
relaxation de I’E-cadhérine et la translocation de la B-caténine vers le noyau (Gayrard et al.,

2018).

3.3. Dans le noyau

En réponse a un stress chimique ou génétique, FAK peut étre transloquée au niveau du noyau.
Le résidu F2 du domaine FERM de FAK agit comme un signal de localisation nucléaire. En
réponse au stress, FAK peut induire la dégradation protéosomale du suppresseur tumoral p53
(Lim et al., 2008). Il a également ét¢ démontré que la surexpression de FAK peut inhiber
’activité dépendante de p53 des protéines cibles p21, Mouse double-minute-2 (Mdm-2) et Bel-
2 associated X (Bax) (Golubovskaya et al., 2005). D’autres travaux ont démontré que FAK
interagit également avec des facteurs de transcription comme YAP/TAZ, régulant ainsi

I’expression des génes impliqués dans la prolifération et la survie cellulaire (Li et al., 2022).



3.4. Dans les endosomes

Le recyclage des intégrines se produit aux extrémités des cellules en migration. Il constitue un
processus fondamental nécessaire pour la motilité des cellules par le biais de la formation des
adhésions focales (Paul et al., 2015). Ce recyclage s’effectue par endocytose et dépend
fortement de I’interaction de FAK avec la dynamine-2 (DNM2). Lors de cette liaison, FAK
initie le désassemblage des adhésions focales et I’endocytose des intégrines. Une étude a montré
que la forme activée de FAK sur la tyrosine 397 colocalise les intégrines 1, la taline et les
Rab-GTPases sur les endosomes précoces (Alanko et al., 2015). La taline permet le maintien
de I’activation conformationnelle de I’intégrine en se liant a la queue cytoplasmique (Ginsberg,
2014). Par conséquent, I’activit¢é de FAK confére une « mémoire conformationnelle » qui
facilite le recyclage des intégrines activées et leur acheminement vers le bord de migration des

cellules (Nader et al., 2016).

4. Roles de FAK dans les cancers

Plusieurs études ont établi une corrélation entre I’expression de la protéine FAK et le cancer.
Celles-ci rapportent que des niveaux d’expression importants de cette protéine sont retrouvés
dans de nombreuses tumeurs solides localisées dans la thyroide, la prostate, le col de 1’utérus,
le colon, I’ovaire ou encore le poumon (Diaz Osterman et al., 2019; Guo et al., 2017; Johnson
et al., 2008; Kessler et al., 2016; Xu et al., 2023; Zhang et al., 2016). Cette expression accrue

est généralement associée a un pronostic défavorable pour les patients (Davidson et al., 2022).

En comparaison avec le cancer du poumon non a petites cellules (CBNPC), le cancer du
poumon a petites cellules présente un degré de malignité plus prononcé et une propension
accrue aux métastases des les premiers stades de la maladie. Il est important de souligner que
l'expression de FAK dans le cancer du poumon a petites cellules est considérablement
augmentée par rapport aux autres types de cancer du poumon, ce qui indique une possible
corrélation avec le degré de malignité ainsi qu'avec les capacités d'invasion et de métastase

(Aboubakar Nana et al., 2019).



4.1. Migration et invasion

En réponse a des signaux chimio-attractants spécifiques, comme les facteurs de croissance, la
cellule développe une polarité antéro-postérieure. Pour cela, elle doit réorganiser spatialement
ses organites, notamment 1’appareil de Golgi. Une étude a montré que les cellules dépourvues
de la protéine FAK présentent une altération de I’orientation du Golgi vers le bord migratoire
et une diminution de la formation des lamellipodes, principaux acteurs de la régulation de la
contractilité et la polarisation cellulaire (Tomar & Schlaepfer, 2009). En effet, FAK est capable
de phosphoryler des protéines adaptatrices qui vont ensuite permettre d’activer Racl, une
GTPase essentielle pour la formation des lamellipodes puisqu’elle stimule la polymérisation
des filaments d’actine (An et al., 2023). FAK est donc un régulateur important de la migration
cellulaire, une fonction clé pour I’invasion des cellules cancéreuses. Comme nous 1’avons
mentionné précédemment, I’invasion tumorale est caractérisée par la pénétration de cellules
cancéreuses a travers la MEC et dans le tissu voisin, ce qui nécessite une augmentation de la
motilité¢ cellulaire, des altérations de la dynamique des adhésions focales, ainsi qu’un
remodelage de la MEC. FAK régule de maniére dynamique les adhésions liées aux intégrines
(ou adhésions focales), les adhésions cellule-cellule dépendantes des cadhérines et les structures

périphériques d’actine, contribuant ainsi a la migration et a I’invasion des cellules cancéreuses.

Cependant, son mécanisme d’action est complexe. De récentes études ont démontré qu’en
fonction de I’environnement et du contexte spatio-temporel, FAK peut a la fois promouvoir
mais aussi inhiber la migration cellulaire. Comme nous I’avons dit précédemment, la
signalisation de FAK permet I’assemblage des adhésions focales via les intégrines, ce qui
favorise I’adhésion cellulaire a la MEC. Néanmoins, la migration cellulaire nécessite également
le renouvellement, ou le désassemblage de ces adhésions. FAK controle aussi ce processus, en
libérant spécifiquement les points de contact entre la cellule et la MEC environnante (Ren et
al., 2000). Quelques années plus tot, Scott et ses collégues ont comparé des lignées de
mélanome adhérentes et non-adhérentes et ont mis en évidence une diminution de I’activité de
FAK dans les lignées métastatiques (non-adhérentes) par rapport aux lignées adhérentes (Scott
& Liang, 1995). Une autre étude a également démontré que chez diverses cellules de carcinome
humain surexprimant ’EGFR, le traitement par EGF induit une déphosphorylation rapide de
FAK, associée a une diminution de son activité kinase. Cette régulation induit des changements

morphologiques liés au détachement des cellules de la matrice extracellulaire, I’augmentation



de la motilité, de I’invasion et de la capacité métastatique des cellules tumorales (Lu et al.,

2001).

4.2. Survie et prolifération

FAK joue un role crucial dans la tumorigenese en favorisant les signaux de prolifération et de
survie cellulaire. Dans un contexte physiologique, la non-adhésion des cellules a la MEC induit
des effets déléteres sur la survie en déclenchant une forme d’apoptose appelée 1’anoikis.
Cependant, il a été démontré que la signalisation induite par FAK conduit a la survie des cellules
cancéreuses en 1’absence de signaux d’adhésion (Hu et al., 2024; Vitillo et al., 2016). Cette
résistance a 1’anoikis induite par FAK implique principalement 1’activation de signaux anti-
apoptotiques et pro-survie. L’un des mécanismes par lesquels 1’activité de FAK inhibe
I’apoptose est li¢ a la signalisation PI3K/Akt (Paul et al., 2020; Reif et al., 2003). De plus, la
signalisation de FAK renforce les effets anti-apoptotiques du nuclear factor-kappa B (NF- kB)
et des protéines inhibitrices d’apoptose (Murphy et al., 2021). Enfin, d’autres travaux ont
démontré que FAK permet d’accélérer le cycle cellulaire en activant les voies de signalisation

ERK et JNK (Liu et al., 2007; Zhao et al., 2001).

5. Ciblage thérapeutique de FAK

FAK joue un réle central dans les différentes étapes de la progression tumorale, ce qui en fait
une cible potentielle pour les thérapies anticancéreuses (Murphy et al., 2020). Récemment, des
inhibiteurs de 1’activité catalytique de FAK ont été synthétisés et ont fait 1’objet de plusieurs
essais cliniques afin d’évaluer leur efficacité et leur toxicité. Ces inhibiteurs ont montré des
profils de sécurité acceptables, avec des effets secondaires observés similaires a ceux rencontrés
avec d’autres thérapies ciblées (Jones et al., 2015). Lors d’essais cliniques de phase 2, les
inhibiteurs de FAK ont été combinés avec d’autres agents anticancéreux, tels que des
inhibiteurs de tyrosine kinase, des anticorps monoclonaux et des agents chimiothérapeutiques
(Tableau 8), apres avoir montré des résultats décevants en tant qu’agents uniques (Gerber et
al.,2020; Soria et al., 2016). Parmi ces combinaisons thérapeutiques, l'association du Defactinib
(VS-6063) avec 1'Avutometinib (VS-6266) est actuellement a I'é¢tude dans le cadre d'un essai

clinique de phase 3 pour le traitement du cancer séreux ovarien de bas grade (NCT06072781).



Tableau 8 : Essais cliniques en cours évaluant des combinaisons avec des inhibiteurs de
FAK (adapté de Dawson et al., 2021).

Inhibiteur de FAK  Essai clinique Type de cancer Agent de combinaison Cible moléculaire
NCT02546531 Tumeurs solides / Tumeurs solides avancées Pembrolizumab /
. . PD-1
(Phase 1) Cancer du pancréas gemcitabine
NCT02758587 Capcer l{){onchiqge non a petites'ce!lules, Pembrolizumab PD-1
(Phase 1/2A) mésothéliome, néoplasies pancréatiques
NCT03287271 S . .
(Phase 1/2) Cancer de l'ovaire Paclitaxel and carboplatine -
NCT03727880 Adénocarcinome canalaire du pancréas Pembrolizumab PD-1
(Phase 2)
Defactinib (VS-6063)
Tumeurs solides avancées avec mutation RAS ;
NCT03875820 cancer brgnchique non 2 petites cellules, cancer VS-6766 MEK/RAF
(Phase 1) ovarien séreux de bas grade, cancer colorectal,
autres tumeurs solides mutées RAS
NCT04201145 a H .
(Phase 1A-1B) Mésothélium pleural Pembrolizumab PD-1
NCT04620330 Cancer bronchique non a petites cellules .
(Phase 2) avec une mutation activatrice de KRAS V8-6766 MEK/RAF
INCITOREIY Cancer de l'ovaire VS-6766 MEK/RAF
(Phase 2)
NCT04331041 s C
(Phase 2) Cancer pancréatique Radiothérapie -
NCT04109456 Mélanome uvéal métastatique ou mélanome P
IN10018 (BI 853520 q
( ) (Phase 1B) cutané avec mutation NRAS ottt REKS







Comme évoqué dans I’introduction, la Nétrine-3 reste un membre largement inexploré de la
famille des Nétrines, malgré sa proximité structurelle avec la Nétrine-1. Au cours des derniéres
décennies, de nombreuses études scientifiques ont révélé le role crucial de certains membres
moins explorés de la famille, notamment la Nétrine-4 et la Nétrine-G1, dans la matrice
extracellulaire et le cancer du pancréas (Francescone et al., 2021; Reuten et al., 2016). En
revanche, la Nétrine-3 semble avoir été largement négligée dans la recherche biomédicale
depuis sa découverte en 1999, aucune étude approfondie n’ayant révélé ses fonctions

biologiques en dehors de son role putatif dans le guidage axonal (Wang et al., 1999).

Notre étude publiée en 2021 a marqué une avancée significative dans la caractérisation du profil
d’expression de la Nétrine-3 dans les cancers humains (Jiang et al., 2021, Annexe 1). Nous
avons démontré que cette protéine est exprimée de manicre trés spécifique dans deux types de
tumeurs neuroépithéliales : le neuroblastome et le cancer du poumon a petites cellules. La
spécificité de la lignée ainsi que le caractere sécrétoire de la Nétrine-3 indiquent qu’elle pourrait
étre un candidat prometteur pour le diagnostic de ces maladies. De plus, notre analyse suggére
une corrélation entre 1’expression de la Nétrine-3 et les stades avancés du neuroblastome,
indiquant une association potentiellement forte entre les niveaux d’expression de la Nétrine-3
et la survie des patients atteints de tumeurs particulicrement agressives. Ces travaux permettent
de formuler les premicres hypothéses sur les fonctions de la Nétrine-3, dont le géne semble étre
exprimé de maniere constitutive dans les cellules cancéreuses, ce qui pourrait indiquer un rdle

dans la détermination de I’identité cellulaire.

En termes d’évolution biologique, la Nétrine-1 et la Nétrine-3 partagent une forte homologie et
nos données, corroborées par des résultats antérieurs, suggerent que la Nétrine-3 se lie aux
mémes récepteurs que la Nétrine-1. Par ailleurs, nos données préliminaires indiquent que la
Nétrine-3 pourrait inhiber la mort cellulaire induite par le récepteur a dépendance UNC5B.
Cependant, I’expression de la Nétrine-3 dans les tumeurs et durant le développement
embryonnaire diverge notablement de celle de la Nétrine-1. En effet, I’inhibition du géne Ntnl
chez la souris est associ¢e a une 1étalit¢ embryonnaire et & des anomalies séveres du systéme
nerveux (Bin et al., 2015). En revanche, I’expression de la Nétrine-3 semble se limiter au

systéme nerveux périphérique (Wang et al., 1999) et la délétion du géne Ntn3 n’entraine pas de



1étalité embryonnaire (Pan et al., 2023). Ces observations laissent supposer que ces protéines
pourraient jouer des roles complémentaires ou antagonistes, dont les mécanismes restent a
¢lucider. Pour évaluer précisément les fonctions de la Nétrine-3 dans des modeles in vivo et in
vitro, il est crucial de développer des outils moléculaires spécifiques, car les candidats
commerciaux testés n’ont pas permis une validation satisfaisante, limitant ainsi la

caractérisation immunohistochimique de cette protéine.

Mon projet de theése vise a ¢lucider le role de la Nétrine-3 dans la progression du cancer du
poumon a petites cellules. Nous avons choisi ce modele d’étude en raison de nos données
préliminaires suggérant que la Nétrine-3 pourrait constituer une cible thérapeutique
prometteuse pour les patients atteints d’'un CBPC, un cancer pour lequel les options de
traitement demeurent limitées. Pour atteindre cet objectif, nous avons développé de nouveaux
outils, notamment un anticorps spécifique dirigé contre la Nétrine-3 ainsi qu’une protéine
recombinante humaine. Ces innovations ont non seulement facilité nos recherches actuelles
mais ouvriront également la voie a de nombreuses collaborations futures, permettant d’étudier
la Nétrine-3 dans un spectre plus large de pathologies. Nous avons précédemment démontré
que I’anticorps NP137, actuellement en investigation clinique, constitue un candidat prometteur
pour cibler la Nétrine-3 (Jiang et al., 2021, Annexe 1). Ce résultat ouvre la perspective d’une
transition rapide vers de nouveaux essais cliniques pour évaluer le ciblage de la Nétrine-3 chez
I’homme. Une grande partie de mon travail a ainsi ét¢ consacrée a 1’identification des patients
atteints de CBPC susceptibles de répondre favorablement a une thérapie ciblant la Nétrine-3.
Parallelement, j’ai évalué le potentiel de la détection de la Nétrine-3 dans des biopsies liquides

comme marqueur diagnostique innovant pour le CBPC.






Afin d’assurer la cohérence des données présentées et la pertinence de la discussion, j’ai choisi
d’inclure dans cette section uniquement les résultats destinés a une publication en cours de
préparation, dont je suis le premier auteur. Ces résultats sont présentés ici sous la forme d’un
article scientifique. Il est important de souligner qu’il s’agit d’une version préliminaire et que
plusieurs expériences supplémentaires devront étre réalisées avant la soumission de la
publication. Nous prévoyons notamment d’approfondir la caractérisation du mécanisme
impliqué dans la régulation de la voie de signalisation FAK par la Nétrine-3 et de développer
un modele murin de dissémination métastatique. Les travaux publiés ou en cours de révision

en co-auteur sont inclus en annexe de ce manuscrit.
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ABSTRACT

Small cell lung cancer (SCLC) is the most lethal of all lung cancers. Its clinical
management has seen minimal progress since the first chemotherapies. It is also the
disease with the particularity of presenting a stepwise evolution with resistance to
therapies, which is acquired with each treatment cycle. Its origins lie in a high degree of
cellular plasticity, with cells transitioning from a neuroendocrine phenotype and losing
this functionality in the most advanced stages of the disease. Understanding this cellular
plasticity is therefore crucial for the development of future molecules. In this study, we
show that the axonal guidance factor netrin-3 is associated with the NEUROD1 subgroup,
which is significantly enriched in SCLC distant metastases. We show that netrin-3
disrupts the extracellular matrix (ECM), allowing detached cells to survive. Netrin-3 is
thus present on the surface of circulating tumor cells in patients and promotes metastasis

formation in mouse models.



INTRODUCTION

Axon navigation cues such as Semaphorins, Ephrins, SLITs/Robo and Netrins have been
shown to play critical functions in many cellular processes during the central nervous system

development!-?

. They have also been associated with a number of pathologies and identified as
crucial elements in the initiation and progression of cancers®. It appears that these guidance
proteins are massively deregulated in many types of tumors, where they are assumed to support
functions favoring invasion, proliferation, and immune system blockade.

In this context, one of these proteins called netrin-1 is among the most promising in terms
of clinical perspective for patients. It is the most studied member of the netrin family and is
upregulated in a large fraction of human tumors, where it promotes cancer cell survival. An
effort to assay the clinical relevance of blocking netrin-1/receptors interactions is currently
ongoing with an anti-netrin-1 monoclonal IgG1 antibody named NP137%. Data from the phase
I trial performed on patients with advanced solid cancer have recently been published,
underlining an anti-cancer activity in patients with gynecological tumors correlated with a
reduction of epithelial to mesenchymal transition (EMT)>®. A phase II trial investigating NP137
in combination with chemotherapy (Carboplatin) or/and anti-PD1 in uterus and endometrium
cancer is also ongoing (NCT02977195). Phase II trials are also planned/underway in liver and
pancreatic cancers to evaluate whether this modification of EMT and more generally of cellular
plasticity can block the evolution of these pathologies.

More generally, other members of the netrin family have already been shown to promote
tumor development’®. We focused here on netrin-3, which is structurally very close to netrin-
1, but has been little studied. We have recently shown that its expression correlates with poor
prognosis in Neuroblastoma, a childhood cancer’. Its expression is also restrictive to the most
fatal subtype of lung carcinomas, small cell lung cancer. This neuroendocrine pathology is
distinguished from other lung cancers by its elevated proliferation rate and ability to rapidly
disseminate to peripheral sites, with more than 60% of SCLC patients diagnosed with
widespread disease, frequently involving metastases to brain, liver and bones!®. Four subtypes
have been defined in the pathology: two neuroendocrine ASCL-1 (SCLC-A) and NEUROD1
(SCLC-N) and two non-neuroendocrine, one characterized by the POU2F3 marker (SCLC-P)
and the other inflammatory (SCLC-T)!.

It has recently been supposed that axonal guidance factors may play an important role in
the cell shaping of SCLC primary cells contributing to the migratory and metastatic phenotype

of these cells'?. To challenge this hypothesis, we emphasized the role of netrin-3 in the



regulation of neuroendocrine fate and migratory potential of SCLC cells, that has not been
already characterized.

In the present study, we show that netrin-3 is expressed in neuroendocrine-high forms of
SCLC but is more specifically upregulated in tumors associated with the SCLC-N subtype. We
prove that netrin-3 enhances the plasticity of SCLC, and characterize the first mechanism of
action described for netrin-3. It thus directly binds to and disrupts the extracellular matrix
formation, leading to the inhibition of cell anchorage in SCLC, which is likely a key step in

metastasis dissemination.

RESULTS

Netrin-3 is specifically expressed in non-adherent cells.

One of the most important aspects of our future understanding of SCLC is the plasticity
between the SCLC-A, -N and -P subgroups. This transition is accompanied by the loss of the
neuroendocrine markers Chromogranin-A (ChgA) and Synaptophysin (SYP) expressed in the
-A and -N subtypes towards the late -P subtype, as illustrated in Supplementary Figure 1A.
We took advantage of certain cell lines phenotypically marked by the coexistence of floating
and adherent growth, as already observed by other groups (Figure 1A)'*!4. As shown in Figure
1B, we were able to isolate sub-clones capable of remaining constitutively buoyant, as is the
case for most SCLC cells in vitro, as well as constitutively adherent clones. It appears that these
cells are losing their neuroendocrine fate, as shown by a fall in ChgA protein levels, the most
widely recognized marker for neuroendocrine cells, concomitant with a drop in SYP
expression. Similarly, a decrease in NEUROD1 was observed, as well as an increase in
POU2F3, YAPI and REST, a transcription factor involved in the repression of neuronal genes
(Figure 1C). These cells were then subjected to RNA sequencing analysis, which revealed that
netrin-3 was expressed exclusively in floating cells, while adherent cells exhibited a distinct
mesenchymal phenotype (Figure 1D, Supplementary Figure 1B). Of note, one of its putative
receptors UNCS5B is more abundantly present in the adherent cells. To confirm these results at
the protein level and due to the lack of available tools to analyze netrin-3, we developed a new
antibody specific for netrin-3 (Materials and Methods section). We thus confirmed by
immunoblotting that netrin-3 expression is observed in floating cells and, in contrast, absent
from the adherent cells (Figure 1E). Furthermore, in a similar manner, the receptors UNCB
and NEO1 are more highly expressed in the adherent population compared to the floating cells.

The other netrins receptors are not expressed in these conditions. To determine whether the



expression of netrin-3 is restrictive to a small number of cell lines or a broader phenomenon,
we took culture conditions from 40 cell lines from UT SouthWestern (UTSW) set and it appears
that netrin-3 expression is specific to non-adherent cell lines (Figure 1F). Moreover, Lim et
al."” examined NE to non-NE differentiation in SCLC using immunostaining for Hesl and a
genetically engineered mouse model (TKO HesI GFP/+) where GFP is expressed from the
endogeneous Hes1 promoter. GFP™¢ (NE) cells grow as floating clusters, while GFP"g" (non-
NE) cells grow adherently. Interestingly, microarray gene expression analysis of GFP"¢ and
GFPhigh cells revealed an enrichment of netrin-3 expression and neuroendocrine/neuronal
differentiation markers in GFP™2 cells (Supplementary Figure 1C-D). To note, Lim ef al.'?
also showed that GFP"¢ cells not only had higher proliferation rates but also formed faster-
growing tumors than those derived from GFPMeh cells. This correlation suggests that the
molecular profile of GFP™¢ cells, characterized by elevated netrin-3 and neuroendocrine

markers, may underlie their more aggressive tumor behavior.

Netrin-3 decreases cell anchorage and promotes tumor growth.

To determine whether netrin-3 plays a role in the phenotype of floating cells, we
established a HO9AR-Ntn3 SCLC cell model that stably overexpresses netrin-3 (Figure 2A).
This H69AR cell line was chosen because it is constitutively resistant to chemotherapies and
constitutively grows adherently in cell culture. Nevertheless, after 3 weeks in culture, the netrin-
3 overexpressing cells appeared to detach from the culture dishes (Figure 2B). We tried to
make these cells adhere to fibronectin-coated wells and found that cell adhesion was greatly
reduced by approximately 50% in cells expressing netrin-3, indicating an anchorage-dependant
detachment (Figure 2C). We have previously shown that netrin-3 expression is specific to
SCLC, whereas it is not expressed in NSCLC®. To determine the role of netrin-3 in SCLC, we
first analyzed whether netrin-3 expression correlated with specific signatures in primary tumors
from 81 patients (Figure 2D). Pathway enrichment analyses show that its expression is
associated with increased cell division, as indicated by its correlation with hallmark G2M and
Mitotic Spindle signatures (Figure 2E). It appears that the expression of the protein alone is
sufficient to increase the proliferation of these cells in vitro, as depicted by MTS assays (Figure
2F). This hyperproliferative effect was also achieved in vivo in xenografted Nude mice. As a
result, tumor growth was slowed (p<0.01) and animal survival was enhanced (p=0.0002)
(Figure 2G-H). All these data support the idea that netrin-3 promotes tumorigenesis in SCLCs

and reduces cell anchorage.



Netrin-3 directly binds and regulates integrity of the extracellular matrix.

To further investigate the role of netrin-3 in cell adhesion, we analyzed its localization
using direct immunofluorescence. As a result, netrin-3 is detectable in the intercellular space of
the cells (Supplementary Figure 2A). We then confirmed this result with transmission electron
microscopy analysis. Netrin-3 is thus clearly detectable at the cell periphery using a gold-
labeled antibody, and more particularly in the matrix associated with the membranes that form
the cell-plastic contacts under culture conditions (Figure 3A). We conducted immunoblot
analysis on cells expressing or not netrin-3, with or without SDS, a detergent capable of
solubilizing matrix proteins. Netrin-3 could be easily measured under detergent conditions,
where it is detached from the matrix, compared to control cells, indicating that it may bind to
the matrix coating at the bottom of the cell culture dish (Figure 3B). We thus treated the cells
with heparin, a procedure routinely used to dissociate matrix and sugar residues from cells
growing on plastic plates!®!7. While no netrin-3 was detected in the conditioned medium from
H69AR-Ntn3 cells under non-heparin-treated conditions, netrin-3 was detected by Western blot
when heparin was added (Figure 3C). Together, these data support the view that netrin-3, like
netrin-1 and -4, is poorly diffusible and binds to the matrix. To study the effect of netrin-3 on
the ECM in vitro, we used a polymerized Matrigel matrix, primarily composed of laminin-111
and collagen-1V, and treated it with either recombinant netrin-3 protein or vehicle (PBS). The
addition of recombinant netrin-3 protein results in increasing ECM pore area, as assessed by
immunofluorescence (Figure 3D-E). Subsequently, we conducted atomic force microscopy
(AFM) on the Matrigel matrix, and our data show that treatment with recombinant netrin-3
protein significantly reduces the stiffness (Figure 3F). Altogether, these results argue that
netrin-3 directly binds and reshapes the ECM.

Netrin-3 inhibits cell anchorage by modulating the FAK pathway.

To determine how netrin-3 regulates cell adhesion and which molecular pathways are
involved, we carried out a pan-kinase screen in cells expressing netrin-3, with the same cells
not expressing it as a reference (Figure 4A, Supplementary Figure 3A). Pathways were
specifically activated in the presence of netrin-3 (Figure 4B). The focal adhesion kinase (FAK)
is a recognized regulator of cell adhesion and appears to be hypophosphorylated in this
experiment. To confirm these analyses, we performed an immunoblot analysis of cells with and
without netrin-3. As a result, FAK autophosphorylation (Tyr397), which is crucial for cell
adhesion, is greatly reduced in cells overexpressing netrin-3 (Figure 4C). In addition,

phosphorylation of Paxillin (Tyrl18), another key protein involved in focal adhesions



formation, is also largely diminished. In the reverse experiment, cells in which netrin-3
expression was invalidated by the CRISPR-Krab system were analyzed (Figure 4D,
Supplementary Figure 3B). Under these conditions, the FAK signaling pathway is most active
(Supplementary Figure 3C). This result was confirmed by Western blot where FAK is
hyperphosphorylated at Tyr397 in both CRISPR clones (Figure 4E). To assess whether the
UNCSB and NEOI receptors mediate the regulation of FAK signaling, we used siRNA to
inhibit their expression. Our results demonstrate that suppression of these receptors does not
induce any changes in FAK phosphorylation at Tyr397 (Figure 4F). Therefore, the modulation
of FAK activity by netrin-3 does not seem to be mediated through these receptors. Nonetheless,

further investigations are necessary to confirm this hypothesis.

Netrin-3 inhibits adherence trough B1 integrin signaling.

To elucidate how netrin-3 regulates cell adhesion, we analyzed the activity and expression
of various integrins at the protein level (Figure 5A). Integrins are heterodimeric receptors
located on the cell surface that mediate interactions with the extracellular matrix proteins,
thereby regulating cellular functions like adhesion, proliferation, migration and survival'®, Tt
appears that both 1 integrin activity and o7 integrin expression levels are significantly reduced
in cells overexpressing netrin-3. These results were further validated by the mirror experiment,
which demonstrated increased 1 integrin activity in both netrin-3 knockdown clones (Figure
2C). To study the molecular mechanism and protein interactions involved, we aimed to
determine whether netrin-3 can bind to integrins to regulate their activity using bio-layer
interferometry (BLI) (Figure 5D). We identified that netrin-3 strongly bound to the 131 (Kd
=3.69 nM), aVB1 (Kd = 13.1 nM), a6p1 (Kd =4.05 nM) and a7B1 (Kd = 14.3 nM) integrins
(Figure SE). Human fibronectin was used as a negative control (data not shown). Together,

these results suggest that netrin-3 controls cell adhesion through B1 integrin signaling.

Netrin-3 expression is enriched in the NEURODI1 subtype and promotes metastatic
dissemination of SCLCs.

To understand whether netrin-3 might be involved in the progression and phenotypic
changes of SCLC subtypes, we analyzed its expression in the only available SCLC cohort (n=81
human tumors)!® (Figure 6A, Supplementary Figure 4A-B). This clearly shows that netrin-3
is highly expressed in the NEURODI subtype (SCLC-N), whereas it is virtually absent from

the SCLC-P subtype. Furthermore, there was a very high correlation between the expression of



the NEURODI transcription factor and netrin-3 in the patient tumors (Pearson correlation: 0.43;
p< 0.0001) (Figure 6B). We confirmed these findings in UTSW set of SCLC cell lines, where
netrin-3 is readily detectable in the SCLC-A subtype and highly enriched in SCLC-N subtype
(Figure 6C). In a reverse manner, netrin-3 expression is lower in the POU2F3-low groups,
probably because POU2F3 expression is inversely correlated with NEURODI. These results
obtained from patients underline that netrin-3 is likely important in the SCLC subtype
evolution.

The SCLC-N subtype has been described as highly enriched in nodal and distant
metastases?’. To test whether this hypothesis is correct, we conducted an analysis of the blood
samples of SCLC patients. Cancer cells are typically epithelial in origin and are generally not
found in the bloodstream. However, circulating tumor cells (CTCs), which are crucial for
metastasis, can be detected in the blood. These CTCs can be isolated using filtration techniques
and then directly labeled with an anti-netrin-3 antibody for further analysis. Direct labeling
against immune cells characterized as CD45"CD41" allows the removal of non-epithelial cells
that have non-specifically clung to the filter (Figure 6E, Supplementary Table 1). As a result,
CTCs express netrin-3 on their surface, suggesting that netrin-3 at least in part promotes their
detachment and facilitates the development of metastases. This result was confirmed in every

patient tested (ongoing, n=4).

DISCUSSION

In the present paper, we describe a novel invasion mechanism for SCLC. Netrin-3 appears
to be essential for modulating ECM formation and integrity. It appears that netrin-3 is crucial
for the survival of SCLC cells with a floating phenotype. Additionally, its expression is
sufficient to regulate cell adhesion by modulating the FAK signaling pathway, and it seems
tempting to consider that we could block the invasion of SCLC not by treating adherent cells
with FAK inhibitors, but by counterintuitively treating floating cells so they cannot adhere and
progress to the non-neuroendocrine and chemoresistant state.

Overexpression of netrin-3 enhances the survival of cancer cells in an environment
subjected to numerous negative pressures (blood pressure, immune cells, etc.). Interestingly,
one group has demonstrated that netrin-3 is a crucial survival factor for ovarian cancer cells,
which leave the primary organ and enter the peritoneal space, where they can survive for years.

This mechanism relies on netrin-3 for establishing cellular dormancy?!. Although linked to cell



detachment, this mechanism may not be entirely applicable to SCLC, as it progresses extremely
rapidly in patients.

Netrin-3 is predominantly expressed in the SCLC-N subtype, which is known to be the
most commonly found subtype in nodal and distant metastases. We found strong netrin-3
expression on CTCs purified from patient blood samples. This suggests that netrin-3 promotes
invasion and survival of non-adherent cells. This raises the question of whether targeting this

protein could effectively eliminate CTCs in patients.

MATERIALS AND METHODS

Human and Mouse Transcriptomic Data Analysis

RNAseq data processing

Data preprocessing was carried out at Gastroenterology and technologies for health team,
using the nf-core pipeline rnaseq (3.9) [nf-core/rnaseq]. Human reference genome used
was GRCm38 NCBI, with the corresponding gtf file. Mapping was performed with
STAR?? version 2.7.10a defaults and RNA control metrics were evaluated using RSeQC
(v3.0.1). Gene expression was then quantified with RSEM (1.3.1) from the raw sequencing

reads.

Gene expression analysis

Variance stabilizing transformation (vst) (provided by DESeq2?®) was calculated on raw
count matrices then Principal Component Analysis (PCA) was applied to reveal global
effects across libraries. Differential expression analyses were performed using the R
package DESeq?2 (v1.32.0), with the Wald test, sequencing batches correction and apeglm
shrinkage estimator (v1.14.0).

Pathway enrichment analysis

All tested pathway lists originated from MSigDB (Molecular Signatures Database):
Hallmark (H) gene sets and C8 gene sets subset REACTOME. Pathway enrichment was
performed via fgsea package?* version 1.16.0 using all genes in the whole expression
matrix (all cell types gathered), sorted by padj*(log2FoldChange/abs(log2FoldChange) for

the statistic option.



Circulating Cancer Cells study

Blood samples were collected into EDTA tubes (BD Vacutainer). In 7.5mL of total blood, red
blood cells were lysed using an RBC lysis buffer (Biolidics limited®, #CBB-F016003),
following the manufacturer's protocol. Lysis buffer was added in a 1:4 v/v ratio (blood/lysis
buffer) and incubated for 10 min at room temperature (RT). Then, the samples were centrifuged
at 500 x g for 10 min and supernatant carrying lysed red blood cells was discarded. Cell pellet
containing white blood cells and circulating tumor cells was resuspended in 4 mL of a custom
ClearCell resuspension buffer and loaded on the size-based separation system ClearCell FX
(Biolidics limited®). After CTC enrichment process, the output is centrifuged at 500 x g for 10
min. Supernatant is removed until 100 uL to concentrate and count the isolated cells using a

KOVA slide (Dutscher, #50126).

To perform immunofluorescence staining, 10° cells were centrifuged in EZ Cytofunnel (Eridia,
#A78710003) at 400 rpm for 4 min on poly-L-lysine coated glass slides. Spotted cells were
fixed in 4% paraformaldehyde for 10 min at RT. After washing with PBS, cells were then
blocked for 30 min at RT, protected from the light, with an in-house saturation solution mix
containing 5% fetal goat serum (ThermoFisher, #31872), 1% bovine serum albumin
(ThermoFisher, #A8412), and 5% Fc receptor blocking reagent (Miltenyi Biotec, #130-059-
901) diluted in PBS. Then, cells were immunostained overnight at 4°C with primary antibodies:
(1) for white blood cell staining, anti-CD45 antibody (rat anti-human, ThermoFisher, #MAS5-
17687) and AlexaFluor488-conjugated anti-CD41 antibody (mouse anti-human, BioLegend,
#303723); (ii) for the detection of Netrin3 positive cells, anti-netrin-3 antibody (rabbit anti-
human, Covalab). The day after, cells were washed and then incubated 1h at RT in the dark
with DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, ThermoFisher, #62248) and secondary antibodies,
including AlexaFluor488-conjugated anti-rat antibody (ThermoFisher, #A-11006), and
AlexaFluor647-conjugated anti-rabbit antibody (ThermoFisher, #VB296618). Finally, the
slides were mounted with Fluoromount aqueous mounting solution (Merck, #F4680) and

scanned using the BioTek Lionheart™ FX Automated fluorescence microscope (Agilent).

SCLC patients involved in these experiments were provided informed consent for blood

samples collection, in compliance with the relevant laws and institutional guidelines in France.



Cell culture

Human SCLC cell lines H82, H446 and H69AR were cultured in RPMI-1640 (Gibco, #61870-
010). Floating and adherent isogenic cell lines were isolated 7 days after the appearance of
adherent cells, cultivated in suspension or in adherent conditions respectively, and passaged
until they formed a uniform cell line. All media were supplemented with 10% fetal bovine
serum (Gibco, #A3840402), 1% penicillin/streptomycin solution (Gibco, #15140-122) and cells
were incubated at 37°C with 5% CO2. All cell lines were obtained from ATCC and frequently

tested for mycoplasma contamination (Lonza, #LT07-318).

Generation of netrin-3 overexpressing and knock-out cell lines

For stable transduction of cells, lentiviral particles were produced in 293T cells (gift from Dr.
Fabrice Lavial, Centre de Recherche en Cancérologie de Lyon). First, 293T cells were plated
in OptiMEM medium + GlutaMAX (Life tech, #51985026) supplemented with ImM Sodium
Pyruvate (Life tech, #11360039) and 5% FBS one day prior in 6 well plates at a confluence of
70-80% at the day of transfection. Lentiviral particles were produced by co-transfecting 293T
cells with lentiviral vector pWPXLd-hNetrin-3 plus pCMV-dR8.91 and pCMV-VSV-g
plasmids (gift from Dr. Carine Maisse, INRA UMR754, Lyon) using Lipofectamine 3000 (Life
tech, #L300008). 6 hours after transfection, medium was replaced with OptiMEM
supplemented with pyruvate and 5% FBS. 48 hours after transfection, lentiviral supernatant
was collected and filtered using a 0.45 pum syringe filter. The filtered supernatant was either
used immediately or snap frozen. For transduction, cell lines of interest were seeded in 24-well
plates at a volume of 0.25 ml per well. Then, 0.25 ml of viral supernatant fortified with 10
pg/ml polybrene (Sigma-Aldrich, #9268) was added to each well. The viral supernatant was
removed 24 hours later. Stable H82 cell lines with netrin-3 knockout were produced as

described previously®.

Production of netrin-3 polyclonal antibody

Anti-netrin-3  rabbit  polyclonal antibody raised against netrin-3  peptides
(GRPATRACDASDPRRAHSPA, CVKTPIPGPTEDSSPVQPQD) was produced
commercially (Covalab, France). Antiserum was obtained by immunizing rabbits with (KLH)-
conjugated peptides. The resulting IgG fraction was purified by passing the antisera through
columns charged with the peptides followed by elution. Specificities of the antibodies were

confirmed by ELISA tests.



Immunoblotting

SCLC cells protein extraction was performed using SDS lysis buffer (25% SDS, 10% Glycerol,
1% 1M Tris-HCl pH 7.6, 1% Triton X-100, 0.25mM DTT) and sonicated briefly to break down
cellular DNA. Protein concentration was quantified using the Pierce 660nm Protein Assay
Reagent (ThermoFischer Scientific, #22660). 35 ug of every protein lysate were then separated
by electrophoresis on 4 to 15% gradient sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gels (mini—
Protean TGX Stain-Free, Bio-Rad, #456-8084) and transferred onto nitrocellulose membrane
(Trans Blot Turbo, Bio-Rad, #1704156). Blocking was made with 10% milk diluted in tris-
buffered saline 0.1% Tween-20 for 1 hour at room temperature with shaking. Overnight
incubation with primary antibodies (1/1000) was performed at 4°C, followed by a 1-hour
incubation with goat anti-rabbit IgG HRP (Jackson Immunoresearch, #111-035-144) or goat
anti-mouse IgG HRP (Jackson Immunoresearch, #115-035-044) secondary antibodies
(1/10000). Western blots were developed with SuperSignal West DURA Extended Duration
Substrate (ThermoFischer Scientific, #34075) and figured on a ChemiDoc (Bio-Rad). All blots
underwent subsequent reprobing for a sample loading control (B-Actin) on the same blot. Two
to three lysates from distinct SCLC cell culture plates were independently run on separate gels,
with one representative blot depicted per experiment. Proteins were quantified using integrated

density analysis with ImagelJ software.

Cell proliferation assay

Adherent SCLC cells were seeded in triplicate in a 96-well plate (1 x 10* cells per well in 100
ul of media) and cells were allowed to recover for 24 hours. 20 pl of MTS reagent (CellTiter
96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega, #G3582) were added to each well
and the plate was incubated for 2 hours at 37°C in a humidified 5% CO2 atmosphere.

Absorbance at 490 nm was then measured by Infinite® M1000 PRO (Tecan) microplate reader.

Cell adhesion assays

To assess changes in the adhesion of H69AR cells following netrin-3 overexpression, cells were
seeded at a density of 0.15 x 10° cells/well in a CytoSelect 48-well Cell Adhesion Assay plate
(Cell Biolabs, #CBA-050) and incubated overnight at 37°C. Each well was washed 5 times with
PBS containing 2 mM CaCl, and 2 mM MgCl> and stained for 10 minutes with a Cell Stain
Solution according manufacturer’s recommendations. 200 pl of Extraction Solution were then
added to each well and absorbance at 560 nm was read using an Infinite® M1000 PRO (Tecan)

microplate reader.



Heparin sodium salt and SDS treatment

0.5 x 106 cells were seeded in 6-well plates and left to recover at 37°C for 24 hours. Cells were
then treated with 200 pug/ml heparin sodium salt solution (Sigma-Aldrich, #H3393) diluted in
serum-free medium and incubated overnight at 37°C. 5 ml of cell supernatant was collected and
concentrated with Amicon Ultra-4 (Sigma-Aldrich, #UFC805024) and final concentrate was

analyzed by immunoblotting.

To investigate the level of netrin-3 diffusion, SCLC cells were seeded at the same density in 6-
well plates. 24 hours later, cells were harvested in non-denaturating (20 mM Tris HCI pH 8,
140 mM NacCl, 10% glycerol, 1% NP-40, 2mM EDTA) or SDS lysis buffer (see recipe above)

and proteins were then analyzed by Western blot.

siRNA transfections

For all knockdowns described, 250 pl of serum-free media and 4 pl of Lipofectamine RNAiMax
(Invitrogen, #13778-150) were mixed per single 6-well and incubated for 10 min at room
temperature (tube A). Additional 250 pl of serum-free media and 1 pl of siRNA (stock 20 uM)
were mixed and incubated as mentioned above (tube B). The two tubes were then mixed and
incubated for 10 min at room temperature. 500 pl of mixture were added to each well of a 6-
well plate containing SCLC cells at 60-80% confluency. Cells were incubated at 37°C for 48h

before Western blot analysis.

Immunofluorescence

0.5 x 10° cells were seeded in 24-well plate containing sterile coverslips and incubated at 37°C
for 3 days. Cells were fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) for 2.5 min and washed 3 times
with phosphate-buffered saline (PBS) and incubated with CellMask plasma membrane stain
solution (1:1000, ThermoFischer Scientific, #C10045) during 30 min. After 3 additional washes
with PBS, cells were incubated with anti-netrin-3 antibody (1:1000, Covalab) for 2 hours,
followed by goat anti-rabbit AlexaFluor-647 (1:500, Abcam, #150083) secondary antibody for
45 min. These steps were performed at room temperature, in the dark with gentle shaking.
Primary and second antibodies were diluted with 3% bovine serum albumin (BSA) in PBS.
Cells were then counterstained with Hoechst 33342 staining dye solution (1:10000, Abcam,
#228551) for 5 min at room temperature, mounted and imaged on LSM 980 confocal

microscope (Zeiss). Images were analyzed using ZEN software.



For ECM pore size assays, coverslips were coated with 2% Matrigel (Corning, #356231)
supplemented with 10% vehicle or recombinant netrin-3 protein (R&D) and incubated at 37°C
overnight. Coverslips were then fixed with 2% glutaraldehyde for 20 minutes and incubated
with goat anti-collagen-IV (1:100, Abcam, #235296), rabbit anti-laminin-111 (1:1000, Arigo
Biolaboratories, #ARG10736) and rabbit anti-netrin-3 (1:100, Covalab) antibodies for 2 hours.

Coverslips were mounted and imaged on LSM 980 confocal microscope (Zeiss).

Kinome activity profiling

PamChip peptide arrays (PamGene International BV) allow to measure the capacity of active
kinases present in a protein lysate to phosphorylate specific peptides imprinted on multiplex
peptide arrays. Cells were lysed on ice with M-PER Mammalian Extraction Buffer
(ThermoFischer Scientific, #78501) supplemented with Halt Phosphatase Inhibitor Cocktail
(ThermoFischer Scientific, #78420) and Halt Protease Inhibitor Cocktail EDTA free
(ThermoFischer Scientific, #87785) according to PamGene’s instructions. Proteins were
quantified using Pierce Coomassie Plus (Bradford) Assay kit (ThermoFischer Scientific,
#23236). Kinome activity measurements were conducted using a PamStation-12. In a single-
step reaction, the PamChip protein tyrosine kinase array (PTK, #32112) was processed by
dispensing 5 pg of protein lysate onto the PTK array mixed with 1% PK buffer and additives
such as 1% BSA, 10 mM DTT, 1% PTK additive, 400 uM ATP and FITC-conjugated PY20
antibody. The Serine Threonine kinase array (STK, #32201) was processed in a two-step
reaction. 1 pg of protein lysate was combined with 1% PK buffer, 1% BSA, 400 uM ATP and
primary STK antibodies mix. After an initial incubation of approximately 2 hours, secondary
FITC-labeled antibody mix was added to each array for phosphorylation activity detection.
Both PTK and STK arrays employed software-based image analysis on BioNavigator
(PamGene International BV), which consolidated signals obtained throughout the kinase
lysate’s incubation on the chip into a single value for each peptide. Top predicted kinases from
significant (paired t test, P < 0.05) PTK and STK peptide sets are depicted as bar plots or on
phylogenetic tree of the human protein kinase family generated by Coral (http://phanstiel-
lab.med.unc.edu/CORALY/).

Tumor xenograft studies
For subcutaneous tumor growth study of H69AR-Ntn3 and -Ctrl cells, 5x10° cells were
implanted into the right flank region of 8-week-old female immunocompromised NMRI-

Foxnlnu/nu (NMRI-nu, Janvier Labs) mice with a 30-gauge needle. Mice were maintained in



a pathogen-free environment (Imthernat facility, Hospices Civils de Lyon, France) and
provided with food and water ab libitum. Tumor volumes were evaluated by measuring the
length (a) and the width (b) of the tumor with a digital caliper and then calculated using the
following formula: V=(a+b”"2)/2. No animals were excluded from the study. Mice with tumor
volumes at or exceeding the 1800 mm3 limit, permitted by the local ACCeS Ethics Committee
in accordance with European and French institutional guidelines, were immediately sacrificed.

At this point, the animals were deemed deceased in the Kaplan-Meier survival analysis.

Biolayer interferometry

Biolayer interferometry experiments were conducted with the Octet RED96 system (ForteBio)
at 30°C with constant shaking at 1,000 rpm in Octet® Kinetics Buffer 1X (KB1X, Sartorius,
#18-1105). To determine the affinity of recombinant human netrin-3 (thNTN3, R&D) with
integrins, hNTN3-coated APS biosensors (Sartorius, #18-5045) were incubated with numerous
concentrations (see Figure 5D) of alB1 rhintegrin (R&D, #7064-AB-025), aVB1 rhintegrin
(R&D, #6579-AVB-050), a6p1 rhintegrin (R&D, #7809-A6-050) and a7B1 rmIntegrin (R&D,
#7958-A7-050) during 150s. Incubation with rhFibronectin (R&D, #1918-FN-02M) was used
as the negative control. Biosensors were subsequently incubated in KB1X for an additional
300s to observe dissociation of the complex. The ForteBio Octet RED Evaluation software 6.1
was used to assess binding kinetics, with a 1:1 binding model to determine kon, koff and Kd

values.

Transmission Electron Microscopy (TEM)

Samples were fixed with 2% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer, pH 7.4, for 1h
at 4°C. Samples were then postfixed with 1% osmium tetroxide containing 1.5% potassium
cyanoferrate and contrasted with 0.2% Oolong tea extract in cacodylate buffer. Then, they were
gradually dehydrated in Ethanol (30-100%), substituted progressively in an Ethanol-Epon
mixture, and embedded in Epon (DELTA Microscopies, France). Inclusion was obtained by
polymerization at 60°C for 72 hours. Thin sections (100 nm) were collected onto 150-mesh
Nickel grids. Immunogold labeling was performed by floating the grids on drops of reactive
media. The first step of epitope unmasking was the treatment with 12.5% metaperiodate during
15 min at room temperature. Nonspecific sites were coated with 1% BSA and 1% normal goat
serum in 50 mM Tris-HCI, pH 7.4, for 2 hours at room temperature. Thereafter, incubation was
carried out overnight at 4°C in wet chamber with primary antibody (anti-netrin-3, Covalab).

Sections were successively washed 3 times in 50 mM Tris-HCI, pH 7.4 and pH 8.2 at room



temperature. They were incubated in a wet chamber for 25 min at room temperature in 1%
BSA, 50 mM Tris-HCI, pH 8.2, and labeled with gold conjugated secondary antibody Goat-
anti-Rabbit IgG 10nm (Aurion, #810.011) during 90 min. Sections were successively washed
3 times in 50 mM Tris-HCl pH8.2 and pH 7.4 and 3 times with distilled water. The
immunocomplex was fixed by a wash in glutaraldehyde 4% for 3 min. Sections were stained
with lead citrate and observed with a transmission electron microscope JEOL 1400JEM (Tokyo,
Japan) operating at 80kV equipped with a camera Orius 1000 gatan and Digital Micrograph.
This microscope is located at the Centre d’Imagerie Quantitative Lyon Est (CIQLE), a platform

of Université Lyon L.

Atomic Force Miscroscopy (AFM)

AFM experiments were performed on a stand-alone JPK Nanowizard III microscope equipped
with a CellHesion module and a 100 um-range Z piezo driven by a JPK Nanowizard software
6.0. The whole setup was placed inside a custom-built 1 m* soundproof box to reduce the
influence of ambient noise. The acquisitions were done in Force mapping mode (FM). AFM
experiments were carried out in PBS at room temperature, using silicon nitridle MLCT-E
cantilevers (Bruker) with a nominal spring constant of ~0.1 N m—1 for Matrigel experiments.
Maps of 5 x 5 force—distance curves were recorded with a 20 pm x 20 um scan area, at a z-piezo
velocity (approach and retraction) of 5 pm s—1 and a ramp size of 30 um. The indentation force
was set at 1 nN. At least three force maps on a minimum of three different gels were analyzed.
Cantilever calibration was performed following the standard thermal noise method. We
measured the deflection sensitivity by doing a linear fit of the contact part of a force curve
acquired on sapphire in PBS. Then, we determined the spring constant by acquiring the thermal
noise spectrum of the cantilever and fitting the first normal mode peak using a single harmonic
oscillator model. The same tip was used for several experiments in different days as long as
possible. To reduce the offsets in force that can be introduced by each new calibration,

especially by the measurements of the deflection sensitivity, we followed the SNAP protocol?.

In the mixing approach, 60 ul of Matrigel matrix (Corning, #356231) was gently mixed with
10% recombinant netrin-3 protein (R&D) in PBS-0.1% BSA on ice and pipetted into a
preformed ring with an inner diameter of 1 cm in a precooled 30 mm culture dish and incubated
for 20 min at 37 °C. The Matrigel sample was then immerged in 3 ml of PBS and transferred to

the AFM stage for measurements.



Statistical analysis

Statistical tests were performed using GraphPad Prism software. Sample sizes were determined
based on our past experience with comparable experiments (3-4 biological replicates for in vitro
assays and 10-12 mice per group for in vivo studies). Data are represented as means +/- standard
error of the mean (SEM) unless otherwise specified. Statistical significance was evaluated by
the Mann-Whitney U-test, Student’s unpaired t tests with 95% confidence intervals or one-way
ANOVA depending on the experiment and p values under 0.05 considered statistically
significant. Further details are provided in the corresponding figure legends. Survival curves
were generated according to the Kaplan-Meier method. Data were analyzed with a Mantel-Cox

test.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Netrin-3 is selectively expressed in non-adherent SCLC cells.

(A) Representative bright-field images of floating (top row) and adherent (bottom row) H82
(left) and H446 (right) cells after 3 weeks of culture. F : floating cells; A : adherent cells. Scale
bar : 100 pm.

(B) Schematic illustration of floating and adherent cells isolation. Protein and RNA were then
extracted and respectively sent for immunoblotting or transcriptomic analysis.

(C) Immunoblot analysis of NE, non-NE and SCLC subtype markers in H82 floating and
adherent cell lysates.

(D) Volcano plot of differentially expressed (DE) genes in H82 floating cells compared to
adherent cells. Significant DE genes enriched in floating cells are shown in fuchsia boxes,
whereas DE genes enriched in adherent cells are shown in blue boxes.

(E) Representative immunoblots of netrin-3 (NTN3) and netrin’s putative receptors in H82
floating and adherent cell lysates.

(F) Differential netrin-3 expression across 40 suspension or adherent growing human SCLC
cell lines from UTSW set. Each dot represents a different cell line. Data indicate means with

SEM. The evaluation of statistical significance was conducted using a Mann-Whitney U-test.

Figure 2. Netrin-3 reduces cell anchorage and enhances tumor progression.

(A) Efficient overexpression of netrin-3 in H69AR cells.

(B) Representative images of netrin-3 overexpressing cells (bottom row) compared to control
cells (top row) after 1 (left) or 3 (right) weeks of culture. F : floating cells; A : adherent cells.
Scale bar : 100 um.

(C) Cell adhesion quantification of netrin-3 overexpressing cells compared to control cells.
Representative images are shown, and data were pooled from three biological replicates. Data
indicate means with SEM. The evaluation of statistical significance was conducted using a
Mann-Whitney U-test.

(D) Heatmap of differentially expressed genes in NTN3 High and NTN3 Low SCLC human
primary tumors from George et al.?®

(E) GSEA of G2M Checkpoint (top) and Mitotic Spindle (bottom) signatures in NTN3 High
versus NTN3_Low patient tumor transcriptomes from George et al.!?

(F) Cell proliferation assay between netrin-3 overexpressing cells compared to control cells.

Data indicate means with SD from four biological replicates. The evaluation of statistical



significance was conducted using multiple Mann-Whitney U-tests.

(G) Tumor growth analysis of NMRI Nude mice bearing H69AR-Ntn3 (n=10) and H69AR-
Ctrl (n=10) tumors. Data indicate means with SEM. The evaluation of statistical significance
was conducted using multiple Mann-Whitney U-tests.

(H) Kaplan-Meier survival curves of NMRI Nude mice bearing H69AR-Ntn3 (median survival
54 months) or H69AR-Ctrl (median survival 78.5 months) tumors. The evaluation of statistical

significance was conducted using a log-rank (Mantel-Cox) test.

Figure 3. Netrin-3 binds and modulates the structural stability of the ECM.

(A) Immunogold labeling of netrin-3 in H69OAR-Ntn3 and H69AR-Ctrl cells with anti-NTN3
antibody (each black dot represents NTN3-gold particle of 15nm). Lysl : lysosome I, M :
mitochondria, P : cell protrusion, RER : rough endoplasmic reticulum. Scale bar : 0.2 pm.

(B) Netrin-3 protein quantification by immunoblot of H69AR-Ntn3 and H69AR-Ctrl cells
harvested under denaturating (SDS lysis buffer) and non-denaturating conditions.

(C) Immunoblot quantification of soluble netrin-3 protein in H69AR-Ntn3 and H69AR-Ctrl
cell concentrated supernatants upon treatment with heparin sodium salt.

(D) Representative immunofluorescence images of ECM supplemented with vehicle (PBS) or
recombinant human netrin-3 (thNTN3) protein and immunostained for collagen-IV (blue),
laminin-111 (red) or NTN3 (grey). Scale bar : 100 um.

(E) ECM pore area quantification in presence of vehicle (PBS) or rhNTN3. Each dot represents
an individual pore. Data indicate means with SD. The evaluation of statistical significance was
conducted using a Mann-Whitney U-test.

(F) Mechanistical properties as Young’s Modulus (Pa) of ECM supplemented with vehicle
(PBS) or thNTN3 protein. Data indicate means with SD. The evaluation of statistical

significance was conducted using an unpaired t-test.

Figure 4. Netrin-3 affects cell anchorage by regulating the FAK signaling pathway.

(A) Top predicted kinases regulated in H69AR-Ntn3 cell lysate compared to H69OAR-Ctrl cell
lysate visualized on the Coral kinome tree plot. Branch and node colors indicate mean kinase
statistic and represent overall change of the peptide set encoding the kinase with value <0 for
lower activity in H69AR-Ntn3 cells. The average kinase scores, represented by node size, were
used to rank kinases in terms of their significance and specificity regarding the set of peptides.
(B) Enrichr analysis of biological pathways (BioPlanet 2019) significantly downregulated in
H69AR-Ntn3 cells compared to control cells. The top-ten pathways ranked by the log of p-



value are shown.

(C) Representative immunoblots of netrin-3 overexpressing and control cell lysates as
indicated.

(D) Efficient knockdown of netrin-3 in H82 cells.

(E) Representative immunoblots of netrin-3 knockdown or control H82 cells.

(F) Immunoblot analysis of netrin-3 overexpressing and control cells transfected with UNC5B

and/or NEO1 or Control siRNA as indicated.

Figure 5. Netrin-3 modulates cell adhesion though 1 integrin signaling.

(A) Representative immunoblots showing integrins expression in HO9AR-Ntn3 and H69AR-
Ctrl cells, as indicated.

(B) Ongoing work.

(C) Representative immunoblots showing integrins expression in netrin-3 knockdown or
control H82 cells, as indicated.

(D) Biolayer interferometry binding kinetic analysis of netrin-3 to alf1 integrin (top left),
aVB1 integrin (top right), a6B1 (bottom left) and o781 (bottom right).

(E) Equilibrium dissociation constant (Kd) calculation after biolayer interferometry analysis.

Figure 6. Netrin-3 expression is elevated in SCLC-N subtype and facilitates metastatic
progression of the disease.

(A) Heatmap of relative gene expression of netrin-3 and key transcription factors defining
SCLC subtypes, including primary tumors from George et al.!” (n=81). Clustering was
computing using the R statistical environment.

(B) Pearson correlation between NEUROD1 and netrin-3 (NTN3) expression (Pearson : 0.43,
p<0.0001) in primary tumors from George et al.' cohort. Each dot represents an independent
tumor sample.

(C) Differential expression of NTN3 across 70 human SCLC cell lines within each SCLC
subtype. RNA-seq data were taken from public UTSW set available on SCLC-CellMiner. The
evaluation of statistical significance was conducted using an ordinary one-way ANOVA test.
(D) Ongoing work.

(E) Representative images of SCLC patient blood cells fixed and immunostained for netrin-3

(red), white blood cells (CD45+/CD41+, green) and nucleus (blue). Scale bar : 100 pum.



SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS

Supplementary Figure 1, Related to Figure 1. Netrin-3 is selectively expressed in non-
adherent SCLC cells.

(A) Differential expression of NE markers across 70 human SCLC cell lines within each SCLC
subtype, including comparison of mean expression of ChgA (left) and SYP (right). RNA-seq
data were taken from public UTSW set available on SCLC-CellMiner. The evaluation of
statistical significance was conducted using an ordinary one-way ANOVA test.

(B) GSEA of hallmarks downregulated in H82 floating cells compared with H82 adherent cells.
(C) Volcano plot of normalized microarray gene analysis of non-NE (GFP"¢") compared with
NE (GFP™2) SCLC tumor cells sorted from four Hes1 GFP/+ mice tumors (Lim et al.!®).

(D) Enrichr analysis of biological pathways (BioPlanet 2019) significantly enriched in NE
(GFP"®) cells. The top eight pathways ranked by the log of q-value are shown.

Supplementary Figure 2, Related to Figure 3. Netrin-3 binds and modulates the structural
stability of the ECM.

(A) Representative confocal microscopy images of HO9AR-Ntn3 and H69AR-Ctrl cells grown
on coverslips for 4 days, fixed and immunostained for netrin-3 (red), plasma membrane
(orange) and nucleus (blue). Scale bar : 75 pum.

(B) Ongoing work.

Supplementary Figure 3, Related to Figure 4. Netrin-3 affects cell anchorage by
regulating the FAK signaling pathway.

(A) Top downregulated kinases in H69AR-Ntn3 compared to H69AR-Ctrl cells ranked by
median kinase statistic. Colors indicate kinase family.

(B) Top predicted upstream kinases in netrin-3 knockdown H82 cells compared to control cells
visualized on the Coral kinome tree plot.

(C) Enrichr analysis of biological pathways (BioPlanet 2019) significantly upregulated in
netrin-3 knockdown H82 cells compared to control cells. The top-ten pathways ranked by the

log of p-value are shown.

Supplementary Figure 4, Related to Figure 6. Netrin-3 modulates cell adhesion though 1
integrin signaling.

(A) Principal component analysis (PCA) of normalized gene expression values of SCLC patient



tumors from George et al.!”, patients are coloured according to their NTN3 High or
NTN3_ Low expression.
(B) PCA of normalized gene expression values of SCLC patient tumors from George et al.',

patients are coloured according to their subtype assigment.

Supplementary Table 1, Related to Figure 6. Netrin-3 expression is elevated in SCLC-N

subtype and facilitates metastatic progression of the disease.
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Figure 3.
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Supplementary Figure 4.

A

PC2 : 10% variance

40

20

-204

Q
5]
°
o
o)
©
o
“.° -
e ° . .
o 4 ® e
e °  ad
‘3‘
o ®
%o ©
9
o 00
o
o
fe)
20 0 20 40

PC1 : 20% variance

Variable
® NTN3_High
©® NTN3_Low

154

PC2 : 10% variance

40+

20

-20+

PC1 : 20% variance

°
°
®_o
o  °
[ [ )
.
°
.... [
¢, o0
» o
°
20 0 20 40

Variable

® SCLC-A
SCLC-N
SCLC-P
SCLC-Y



Supplementary Table 1.

Table S1. NTN3+ CTC counts and clinical characteristics of patients with small cell lung cancer

Anonymization

SCLC-1

SCLC-2

SCLC-3

SCLC-4

CTC counts

15 NTN3-positive

out of 21 CD45-

negative in 7.5ml
blood sample

14 NTN3-positive

out of 64 CDA45-

negative in 7.5ml
blood sample

11 NTN3-positive

out of 15 CD45-

negative in 7.5ml
blood sample

23 NTN3-positive
out of 98 CD45-
negative in 7.5ml

blood sample

Clinical information

86-year-old patient, smoker (50 packs/year), who has been
abstinent since March 2024, presents with a pulmonary lesion
and multiple hepatic lesions, along with right supraclavicular
lymphadenopathy.  Ultrasound-guided  biopsy of the
supraclavicular lymph node reveals small cell neuroendocrine
carcinoma, positive for synaptophysin and chromogranin A (+
+), Ki67 index of 70%

69-year-old patient, active smoker (50 packs/year), presents
with a lung lesion and hepatic, pancreatic, and bone
metastases. Brain MRI is normal. Fine-needle aspiration of
the left supraclavicular lymph node reveals a small cell
neuroendocrine  carcinoma, chromogranin A negative,
Ki67 index of 100%

72-year-old patient, active smoker (55 packs/year), with a lung
lesion in the right upper lobe with emphysema, mediastinal
lymphadenopathy, and hepatic metastases. Transbronchial fine-
needle aspiration reveals a small cell neuroendocrine bronchial
carcinoma, chromogranin A and synaptophysin positive,
TTF1 positive, Ki67 index of 50%

90-year-old patient, former smoker, with a large lung lesion in
the left upper lobe and lymphadenopathy, but no extrathoracic
involvement. Endobronchial biopsy revealsa small cell
neuroendocrine carcinoma, chromogranin and synaptophysin
positive, TTF1 positive, Ki67 index >90%

155







Les travaux réalisés au cours de ma thése ont abouti a la premicre caractérisation détaillée d’un
mécanisme d’action de la Nétrine-3, offrant ainsi de nouvelles perspectives sur la
compréhension de la plasticité tumorale dans le cancer bronchique a petites cellules et révélant
un nouveau mécanisme d’invasion spécifique a cette pathologie (Figure 28). La Nétrine-3 est
exprimée dans les tumeurs neuroendocrines, en particulier dans le sous-type CBPC-N. Les
cellules de ce sous-type se distinguent par leur prolifération rapide, leur croissance non/peu-
adhérente et leur forte prévalence dans les métastases distantes des patients atteints de CBPC.
Nos résultats soulignent que la Nétrine-3 est indispensable a la survie des cellules « flottantes »
et favorise leur motilité en perturbant leur ancrage a la matrice extracellulaire. De plus, sa seule
expression est suffisante pour moduler la formation des adhésions focales en inhibant I’activité
de la voie de signalisation FAK, un processus qui semble constituer une étape clé dans la

dissémination métastatique de la maladie.
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Figure 28 : Schéma hypothétique de la signalisation de la Nétrine-3 dans le CBPC

Ces résultats ouvrent la voie a une nouvelle approche thérapeutique pour les patients atteints de
cette maladie. Il serait en effet pertinent d’évaluer I’efficacit¢ d’un traitement ciblant
spécifiquement les cellules flottantes, afin de prévenir leur adhésion et leur progression vers un

¢tat non-neuroendocrine et chimiorésistant. Cette stratégie pourrait se révéler plus prometteuse



que le traitement des cellules adhérentes déja établies avec des inhibiteurs de FAK, dans le but

de contourner la résistance.

Dans cette section, nous commencerons par discuter des difficultés et des limites rencontrées
au cours de cette étude. Ensuite, nous aborderons chacune des découvertes présentées dans le
manuscrit de I’article pour mettre en lumiere les hypothéses et questions qu’elles soulevent
d’un point de vue mécanistique et pathologique. Enfin, nous analyserons les perspectives

diagnostiques et thérapeutiques de ces résultats pour la prise en charge clinique des patients.

= [es outils moléculaires

Le manque d’outils moléculaires adaptés pour 1I’étude de la Nétrine-3 a été la principale
difficulté rencontrée au cours de mon projet de thése. Depuis sa découverte en 1999, cette
protéine est restée une cible peu décrite, principalement en raison de 1’absence d’outils fiables
pour étudier les processus biologiques qui lui sont associés. A mon arrivée au laboratoire, nous
avons ¢été confrontés a un changement de lot des lapins immunisés pour la production de
I’anticorps polyclonal commercial dirigé contre la Nétrine-3 (Abcam, #185200), ce qui a
entrainé une diminution significative de la réactivité de 1’anticorps et a compromis la sensibilité
de la détection de la cible. Malgré de nombreux essais de validation avec divers lots d’anticorps,
nous ne sommes jamais parvenus a détecter les niveaux d’expression endogeéne de la Nétrine-3
chez les lignées cellulaires de CBPC, pourtant préalablement sélectionnées pour leur haute
expression de la cible par RT-qPCR. Cette incapacité a détecter, isoler et quantifier la protéine
par Western blot ou par immunohistochimie dans les échantillons biologiques a
considérablement retardé notre compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la
maladie. En 2022, nous avons donc sollicité la société Covalab (Lyon, France) pour développer
un nouvel anticorps polyclonal anti-Nétrine-3 a partir de peptides hautement immunogeénes.
Aprées un protocole d’immunisation de 88 jours et la validation de ’anticorps purifié¢, nous

avons pu a nouveau détecter la protéine au sein de nos échantillons.

Comme mentionné dans I’introduction, nos premiéres tentatives d’identification des partenaires
9

protéiques de la Nétrine-3 ont été réalisées avec la protéine Nétrine-2 de poulet recombinante,



en raison de I’échec de production rencontré avec la Nétrine-3 humaine recombinante. En effet,
la protéine présentait des problémes d’agrégation qui ont entrainé des difficultés de purification
et une perte d’activité biologique. Grace a I’émergence de nouvelles stratégies de production,
nous avons finalement obtenu une protéine recombinante humaine pour la Nétrine-3 quelques
années plus tard. Nous avons alors reproduit les analyses de 1’interaction entre la Nétrine-3, les
récepteurs de la Nétrine-1 et ’anticorps NP137 décrites dans I’article de Jiang et al. (Annexe
1). Les résultats ont montré des différences par rapport a ceux obtenus avec la Nétrine-2 de
poulet, suggérant que la Nétrine-3 n’est pas un orthologue strict de la Nétrine-2. En effet,
l'affinité mesurée entre la Nétrine-3 et le récepteur DCC est nettement plus élevée que celle
mesurée pour la Nétrine-2, tandis que I'affinité mesurée pour le récepteur NEO1 est plus faible.
Cette observation souligne I’'importance cruciale de disposer d’outils spécifiques pour

améliorer la fiabilité de nos recherches.

= [ e statut sécrété de la Nétrine-3

Les protéines sécrétées se trouvent souvent a des concentrations plus faibles dans les
¢chantillons biologiques par rapport aux protéines intracellulaires, ce qui complique leur
détection. De plus, elles peuvent étre associées a la matrice extracellulaire ou a d’autres
composants du milieu de culture, rendant leur purification encore plus difficile. La nature
sécrétée de la Nétrine-3 a donc constitué un défi majeur pour sa détection et sa quantification.
Pour surmonter ces difficultés, nous avons employé les stratégies spécifiques suivantes : (i) lyse
cellulaire dans un volume réduit de tampon contenant du dodécyl sulfate de sodium (SDS), un
détergent capable de solubiliser les protéines de la matrice ; (ii) traitement avec du milieu
conditionné a 1I’héparine pour séparer les protéines de la matrice liées aux cellules cultivées en
2D et les concentrer dans le surnageant ; (iii) concentration des lysats cellulaires préalablement

au chargement des protéines sur le gel d’¢électrophorese a 1’aide d’une colonne de concentration.

= La culture des lignées cellulaires de CBPC

La recherche préclinique sur le CBPC repose principalement sur des méthodes traditionnelles
telles que les cultures cellulaires et les modeles animaux, en raison des difficultés d’acces au
matériel tumoral frais (Gazdar et al., 2010; Solta et al., 2024). Comme son nom I’indique, ce

cancer est caractérisé par des cellules de treés petite taille, ce qui entraine une quantité réduite



de matériel génétique et protéique. Ce matériel est souvent de faible qualité ou dégradé, ce qui

complique la réalisation des expérimentations in vitro et in vivo.

Bien que les tumeurs de CBPC se développent trés rapidement, I’établissement et le maintien a
long terme des cultures cellulaires se sont révélés complexes et chronophages. En effet, la
majorité des cellules tumorales de CBPC ne présentent pas de propriétés adhérentes et se
développent sous la forme d’agrégats tridimensionnels ou « sphéroides » en suspension,
nécessitant des milieux de culture spécifiques. Ces agrégats cellulaires, constituant les seules
populations viables de cellules de CBPC, sont particuliérement sensibles aux variations des
conditions de culture. Une attention particuliére doit par exemple étre portée a la densité
cellulaire car une faible confluence peut sérieusement compromettre leur viabilité, et la
disruption des agrégats entraine 1’arrét de la croissance et la mort cellulaire. Cela complique les
tests biologiques, tels que les tests de viabilité au MTS, et rend difficile le comptage précis des

cellules, affectant ainsi la reproductibilité des résultats.

Nous avons également rencontré des difficultés majeures lors de la génération de lignées
cellulaires modifiées et des transfections de siRNA, en raison de rendements d’infection ou de
transfection nettement inférieurs avec des cellules en suspension. Cela a nécessité une
adaptation de tous nos protocoles pour maintenir les lignées modifiées a long terme, avec des
vérifications fréquentes de la surexpression ou de I’inhibition des génes cibles, tant au niveau
transcriptionnel que traductionnel. En outre, I’évaluation de 1’adhésion et du potentiel
migratoire est plus complexe chez les cellules en suspension que chez les cellules adhérentes,

ce qui nous a contraints a sélectionner des lignées adhérentes pour certains tests in vitro.

= Apports et limites des données publiques de séquengage

La nature hétérogéne du CBPC, son évolution rapide, ainsi que la rareté des résections
chirurgicales ont historiquement limité la constitution de cohortes et de bases de donné¢es RNA-
seq et scRNA-seq pour cette maladie. Ce manque d’acces a ces ressources a considérablement
entravé les progres de la recherche, rendant plus difficile la validation des résultats obtenus a
partir de modeles in vitro chez les patients. Dans le cadre de mon projet de thése, nous avons
utilisé les données RNA-seq de I'unique cohorte de tumeurs de patients disponible pour la
communauté scientifique (George et al., 2015, n=81 tumeurs). Le faible nombre de tumeurs

dans cette cohorte constitue une limitation importante, car elle risque de ne pas étre



représentative de I’ensemble de la pathologie, nécessitant ainsi une validation supplémentaire
dans d’autres cohortes. Pour pallier le manque d’échantillons frais disponibles et renforcer les
résultats de mon projet de thése, nous avons €galement utilisé la ressource en ligne de lignées
cellulaires dérivées de patients atteints de CBPC appelée SCLC-CellMiner (Tlemsani et al.,
2020), accessible a I’adresse suivante

https://discover.nci.nih.gov/rsconnect/SclcCellMinerCDB/.

Bien que précieuses, les lignées cellulaires présentent certaines limites. Plusieurs études ont
révélé qu’elles peuvent subir une dérive transcriptomique au fil des passages ou lorsqu’elles
sont cultivées dans différents laboratoires, ce qui souléve des inquiétudes quant a leur fidélité
par rapport aux échantillons cliniques. Cependant, d’autres études ont souligné I’importance
des panels de lignées cellulaires humaines pour la recherche (Barretina et al., 2012; Reinhold
et al., 2019). En ce qui concerne les lignées de cancer du poumon, la dérive génétique au cours
de la culture cellulaire n’est pas prédominante (Wistuba et al., 1999). En effet, des analyses
récentes des lignées de CBPC, des modeles PDX et des tissus humains confirment que les
caractéristiques moléculaires du CBPC restent stables, comme le démontre la base de données

SCLC-CellMiner (Rudin et al., 2019).

Les données de séquencage mentionnées précédemment se référent a la technologie de
séquencage « bulk », qui mesure 1’expression génique moyenne a partir d’échantillons
constitués de populations cellulaires hétérogenes. Cette approche présente plusieurs
limites, notamment la perte d’informations sur I’hétérogénéité cellulaire. En effet, elle ne
permet pas de distinguer les contributions des différents types cellulaires au sein d’un
¢chantillon, ce qui peut poser des problémes pour 1’étude de tissus complexes tels que les
tumeurs de CBPC, caractérisées par une coexistence importante de différents sous-types
cellulaires. De plus, le séquencage « bulk » ne permet pas de suivre les transitions d’états
cellulaires ou les dynamiques de différenciation. En revanche, I’avénement du scRNA-seq a
permis de mettre en évidence la plasticité intratumorale du CBPC en offrant la possibilité
d’identifier les différentes sous-populations cellulaires au sein de la tumeur ainsi que les

signatures transcriptomiques uniques qui leur sont associées.

A la suite de la publication de plusieurs bases de données de scRNA-seq, nous avons exploré
I’expression de la Nétrine-3 dans des populations cellulaires spécifiques au sein des tumeurs de

CBPC. Nous avons utilisé la cohorte disponible en ligne de Chan et al., 2021. Nous avons été



surpris de constater que la Nétrine-3 est trés faiblement représentée dans les échantillons de
cette ¢tude. Nous avons corrélé cette observation avec une autre constatation
antérieure concernant la faible expression transcriptionnelle de la Nétrine-3 généralement
retrouvée dans les bases de données publiques, en comparaison avec d’autres membres de la

famille des Nétrines, et avons mis en relation ces résultats avec ceux obtenus au laboratoire.

Cette observation peut s’expliquer par le fait que I’ARNm de la Nétrine-3 possede une queue
poly-A trés courte, ce qui influence sa détection dans les bases de données RNA-seq ou scRNA-
seq. Les ARNm avec des queues poly-A courtes sont souvent sous-représentés dans ces bases
de données pour plusieurs raisons: (i) les méthodes de séquengage RNA-seq reposent
fréquemment sur I’enrichissement des ARNm via leur queue poly-A avant la séquence. Si la
queue poly-A est trés courte, elle peut ne pas étre suffisamment longue pour étre capturée
efficacement lors de ce processus, ce qui réduit la quantité du transcrit dans les données
obtenues. (ii) au cours de la conversion de ’ARNm en ADN complémentaire (ADNCc), une
queue poly-A courte peut diminuer 1’efficacité de I’amplification de ’ADNc, ce qui impacte la

quantité de ce transcrit disponible pour le séquengage.

Pour quantifier ce biais d’expression du transcrit de la Nétrine-3, nous avons comparé ses
niveaux d’expression par RT-qPCR en utilisant soit des hexaméres aléatoires, soit des amorces
spécifiques. Les hexameres aléatoires se lient de manicre fortuite a diverses séquences
d’ARNm, permettant ’amplification du transcrit méme si la queue poly-A est courte. En
revanche, les amorces spécifiques sont congues pour se lier a des séquences particuliéres de
I’ARNm, souvent proches de la région de la queue poly-A a I’extrémité 3’. Ainsi, une queue
poly-A courte peut réduire I’efficacité de la liaison des amorces spécifiques, entrainant une

diminution de I’intensité de I’amplification et, par conséquent, du niveau d’expression mesuré.

L'analyse des résultats a révélé une différence de 2 cycles (Cq) dans l'expression de la Nétrine-
3 entre la méthode utilisant des hexameres aléatoires et celle utilisant des amorces spécifiques,
ce qui correspond a une différence d'expression 4 fois supérieure. Cette différence s'explique
par le fait qu'un cycle supplémentaire dans une qPCR quantitative représente
approximativement un doublement de la quantit¢é d'ADN amplifié. Ainsi, I'approche utilisant
les hexameéres aléatoires détecte une quantité d'ARNm plus élevée que celle observée avec les

amorces spécifiques.



Pour confirmer et affiner ces résultats, nous prévoyons d'utiliser la technologie Poly(A)-seq,
qui permet de séquencer spécifiquement la queue poly-A de 'ARNm, afin de mesurer sa

longueur avec une précision accrue.

= La Nétrine-3 est exprimée spécifiquement dans les populations de cellules non-

adhérentes

Nos résultats suggerent que 1'expression de la Nétrine-3 est spécifiquement associée aux
cellules tumorales de CBPC caractérisées par une croissance non-adhérente. De manicre
intéressante, et en complément de ce qui a été rapporté dans l'article, notre analyse des données
publiques de scRNA-seq a révélé que la Nétrine-3 est ¢galement exprimée dans les cellules
tumorales présentes dans les effusions pleurales des patients atteints de CBPC, une observation

qui concorde avec nos résultats expérimentaux.

Nous avons analysé si I'expression de la Nétrine-3 était suffisante pour induire un phénotype
non adhérent, ou si ce phénotype dépendait exclusivement de l'expression des marqueurs
neuroendocrines et/ou neuronaux. Pour cela, nous avons cultivé un large panel de lignées
cellulaires représentant les quatre sous-types de CBPC et avons corrélé leur type de croissance
avec leurs niveaux d'expression transcriptionnelle et traductionnelle de la Nétrine-3. Nous
avons découvert que toutes les lignées exprimant la Nétrine-3 présentaient une croissance non-
adhérente, ce que l'analyse des 70 lignées cellulaires de la base de données CellMiner,
mentionnée dans le manuscrit, a confirmé. De maniére surprenante, parmi ces lignées non-
adhérentes et positives pour la Nétrine-3, nous avons identifi¢ une lignée non neuroendocrine
(NCI-H526), appartenant au sous-type CBPC-P. De plus, certaines lignées neuroendocrines des
sous-types CBPC-A et CBPC-N présentaient une croissance adhérente et n'exprimaient pas la
Neétrine-3. Ces résultats suggerent que le phénotype non adhérent est intrinséquement li¢ a
l'expression de la Nétrine-3, tandis que I’expression des marqueurs neuroendocrines et

neuronaux a elle seule n’est pas suffisante pour induire ce phénotype.

Comme indiqué dans D’article, nous avons également observé que la surexpression de la

Nétrine-3 dans une lignée cellulaire résistante de CBPC suffisait a inverser le phénotype



adhérent des cellules. Nous avons tenté de réaliser 'expérience miroir en inhibant I'expression
de la Nétrine-3 dans des cellules non-adhérentes. Cependant, nous n'avons pas réussi a inverser
le phénotype non adhérent dans cette expérience. Ce résultat pourrait s’expliquer par deux
facteurs : (i) les rendements d'infection des cellules non-adhérentes avec la technologie
CRISPR/Cas9 sont considérablement inférieurs a ceux des cellules adhérentes, ce qui a
empéché l'obtention d'un knock-out complet du géne NTN3. Une expression endogéne
résiduelle, bien que treés faible, pourrait avoir suffi & maintenir le phénotype non adhérent. (ii)
il est possible que I'expression de la Nétrine-3 seule ne soit pas suffisante pour modifier le
phénotype des cellules, ce qui est plausible étant donné que des changements phénotypiques
sont rarement dus a un seul facteur. Néanmoins, il apparait que la Nétrine-3 joue un rdle

essentiel dans la détermination de ce phénotype.

= La Nétrine-3 permet la survie et la prolifération des cellules non-adhérentes

Lors de la dissémination métastatique, les cellules cancéreuses doivent recourir a des
mécanismes alternatifs leur permettant de se détacher du site primaire et de survivre dans des
environnements normalement défavorables. Elles peuvent notamment activer des voies de
signalisation qui soutiennent leur survie méme en 1’absence d’ancrage. Par exemple, les voies

PI3K/Akt et MAPK/ERK peuvent étre hyperactivées pour favoriser la survie et la prolifération.

L’analyse de I’enrichissement des voies de signalisation entre les tumeurs de CBPC positives
et négatives pour la Nétrine-3 a révélé que l'expression de la Nétrine-3 est associée a une
diminution des genes signatures de la mort cellulaire par apoptose, ainsi qu'a une augmentation
des signatures liées a la division cellulaire. Ces observations suggerent que l'expression de la

Nétrine-3 pourrait favoriser la survie et la prolifération des cellules tumorales qui I’expriment.

Les signatures transcriptionnelles des voies apoptotiques fournissent des informations sur
l'expression des génes impliqués dans 1'apoptose, comme les caspases, les protéines Bcl-2 et les
facteurs de transcription tels que p53. Cependant, ces signatures ne reflétent pas toujours
’activité fonctionnelle des caspases ou les niveaux de protéines actives, car la régulation post-
transcriptionnelle et les modifications protéiques jouent également un role crucial dans le
processus apoptotique. Par conséquent, il sera nécessaire de compléter notre analyse du role de
la Nétrine-3 dans la survie des cellules non-adhérentes de CBPC par d’autres approches

expérimentales pour obtenir une compréhension plus approfondie de ses effets.



Dans D’article de Jiang et al. (Annexe 1), nous avons tenté¢ d’évaluer la mort cellulaire en
mesurant I’activité des caspases sur nos cellules KO pour la Nétrine-3. Nous n'avons observé
aucune différence significative en termes de mort cellulaire entre les cellules KO et les cellules
témoins, un résultat similaire ayant été obtenu avec l'utilisation de siRNA. Ces observations
pourraient étre attribuées au fait que les cellules croissent de facon non-adhérente, ce qui
complique la réalisation de ce type de tests. De plus, le processus de comptage des cellules, qui
nécessite la dissociation des agrégats, peut introduire des biais dans ces analyses. Par ailleurs,
I’expression résiduelle du géene NTN3, liée au faible rendement d'infection ou de transfection,
pourrait également influencer les résultats. Il sera donc nécessaire de répéter les tests de mort
cellulaire avec nos lignées cellulaires adhérentes modifiées pour l'expression du géne NTN3, ou
en utilisant la cytométrie en flux sur les populations de cellules en suspension, une méthode

potentiellement mieux adaptée a ce type de cellules.

En parall¢le, nous avons observé une augmentation de 1’expression des récepteurs UNC5B et
NEOI1 chez les cellules KO pour la Nétrine-3. Ce résultat a été confirmé par des expériences
complémentaires, montrant une diminution de I'expression de ces récepteurs dans les cellules
surexprimant la Nétrine-3. Ces observations suggerent que ces récepteurs pourraient étre
internalisés lorsqu'ils se lient a la Nétrine-3, de facon similaire a ce qui a été précédemment
décrit pour la liaison du récepteur DCC avec la Nétrine-1 (Bin et al., 2015). Ainsi, il semblerait
que la liaison de la Nétrine-3 au récepteur UNCS5B puisse favoriser la survie des cellules de
CBPC, de maniere similaire a la Nétrine-1. Cependant, des analyses supplémentaires seront

nécessaires pour confirmer cette hypothese et mieux comprendre les mécanismes sous-jacents.

De maniére intéressante, une étude récente a révélé que la signalisation des Nétrines, en
particulier celle de la Nétrine-3, joue un role essentiel dans la survie des cellules sphéroides du
cancer ovarien séreux de haut grade (HGSOC) (Perampalam et al., 2024, Annexe 2). Ces
cellules, capables de se détacher du site tumoral primaire, migrent dans la cavité péritonéale ou
elles peuvent rester viables pendant des années, contribuant ainsi a la dormance et a la rechute
de la maladie. L’¢étude a démontré que la perte d’expression de la Nétrine-3 réduit
significativement la survie des cellules dans plusieurs lignées de HGSOC. De plus, des analyses
immunohistochimiques effectuées sur des sphéroides dormants isolés des ascites de patientes
atteintes de HGSOC ont révélé une expression élevée de Nétrine-3, renforgant ainsi son rdle

crucial dans la survie des cellules en état de dormance.



En cherchant & ¢élucider les mécanismes sous-jacents, les chercheurs ont découvert que la
Nétrine-3 et ses récepteurs favorisent la survie des sphéroides de HGSOC en inhibant
l'activation de la kinase ERK. L'inhibition de la voie MEK-ERK a entrainé la mort des cellules
en suspension, confirmant ainsi I’importance de cette voie pour la survie des sphéroides en
dormance. Ces données suggerent que cette signalisation pourrait s'effectuer via un
hétérodimere ou un complexe multi-récepteurs impliquant un récepteur UNCS et la Nétrine-3,
ce qui fournirait une activation de faible intensit¢ de MEK et ERK, spécifiquement dans des

conditions de dormance cellulaire.

Bien que ce mécanisme soit associ¢ au détachement cellulaire et a la dormance, il pourrait ne
pas s'appliquer enticrement au CBPC, en raison de la progression extrémement rapide de ce
type de cancer chez les patients. Nos propres résultats montrent d’ailleurs que la surexpression
de la Nétrine-3 est associ¢e a une augmentation de la prolifération cellulaire, tant in vitro qu’in
vivo, ce qui contraste avec les observations des chercheurs sur le HGSOC. Toutefois, les
résultats de ces deux études convergent pour souligner un réle crucial de la Nétrine-3 dans la
survie des cellules cancéreuses en 1’absence d’ancrage et suggerent également une relation

similaire entre la Nétrine-3 et la progression tumorale dans ces deux types de cancer.

= La Nétrine-3 modifie I’ancrage cellulaire en régulant I’intégrité de la matrice

Pour faciliter leur détachement et leur migration, les cellules cancéreuses peuvent sécréter des
molécules capables d’altérer I’intégrité de la matrice extracellulaire. Nos résultats montrent que
la Nétrine-3 est faiblement diffusible et qu’elle se lie a la matrice extracellulaire, de manicre
similaire aux autres membres de la famille, tels que la Nétrine-1 et la Nétrine-4 (Kryza et al.,
2023, Annexe 3; Reuten et al., 2016). Dans le cadre de nos recherches futures, nous prévoyons
de déterminer les partenaires d’interaction de la Nétrine-3 au sein de la MEC. Pour ce faire,
nous allons réaliser une nouvelle expérience d’interférométrie sur bio-couche afin d’étudier
I’interaction de la Nétrine-3 avec divers composants de la MEC, tels que la laminine, le lumican,
le glypican et la vitronectine. Il sera ensuite particulierement intéressant d’examiner si la
Nétrine-3 peut bloquer la polymérisation de certains composants, comme cela a été observé

pour la Nétrine-4 en ce qui concerne les laminines (Reuten et al., 2016; Schneiders et al., 2007).



Grace a une collaboration avec d’autres chercheurs du CRCL, nous avons pu quantifier I’effet
de la présence de Nétrine-3 recombinante humaine sur la matrice extracellulaire. Nos résultats
montrent qu’en présence de Nétrine-3, les pores de la matrice sont plus larges que dans les
conditions témoins. De plus, la technologie de microscopie a force atomique (AFM) a révélé
que la Nétrine-3 recombinante réduit significativement la rigidité de la matrice. Des expériences
similaires réalisées avec la Nétrine-1 recombinante humaine ont montré des effets opposés, a
savoir une diminution de la taille des pores de la matrice et une augmentation de sa rigidité.
Cette observation suggere que ces deux protéines ont des roles distincts dans la migration des
cellules cancéreuses. Alors que la Nétrine-1 semble favoriser I’ancrage des cellules a la MEC,
la Nétrine-3 semble moduler la structure de la MEC de maniére a altérer sa capacité a maintenir
I’ancrage cellulaire, facilitant ainsi la dissémination des cellules cancéreuses vers des sites

périphériques ou distants.

Ces tests in vitro ne constituent qu’une premicre étape dans la caractérisation de 1’effet de la
Nétrine-3 sur la MEC. Bien qu’ils permettent de simuler la présence de la Nétrine-3 dans la
matrice, ces tests réalisés en I’absence de cellules ne reflétent pas pleinement la complexité
biologique de la pathologie. Pour mieux évaluer le role de la Nétrine-3 dans le CBPC, nous
prévoyons d’analyser la matrice extracellulaire des tumeurs issues de xénogreffes de cellules
H69AR-Ntn3 et HO9AR-Ctrl. Ces échantillons seront marqués avec le Picosirius Red, un
colorant spécifique principalement utilisé¢ pour visualiser les fibrilles de collagéne dans les
tissus. Lorsqu’il est utilisé en microscopie polarisante, ce colorant permet une évaluation

détaillée de la structure et de 1’organisation de la MEC.

= La Nétrine-3 régule I’adhésion cellulaire en modifiant la voie de signalisation

intracellulaire FAK via I’activité des intégrines 31

Pour permettre son détachement, la cellule cancéreuse doit réguler les voies de signalisation
intracellulaires, en particulier celles liées a I’adhésion. La rigidité de la matrice extracellulaire
joue un role crucial dans la régulation de I’assemblage des complexes d’adhésion focale. Sur
une matrice rigide, les forces de traction générées par les cellules sont transmises via les
intégrines aux fibres de la MEC, favorisant ainsi le recrutement et 1’activation de protéines
d’adhésion focale telles que FAK, taline, paxilline et vinculine. Ces interactions renforcent la
formation et la stabilisation des adhésions focales, créant des complexes matures essentiels pour

la signalisation cellulaire et la régulation de 1’adhésion.



En présence de la Nétrine-3, nous avons montré que la rigidité de la MEC est fortement réduite.
Par conséquent, la transmission des forces de traction est moins efficace, ce qui diminue la
tension mécanique au niveau des sites d’adhésion focale. Cette réduction de la tension
mécanique limite le recrutement des protéines d’adhésion focale, notamment FAK, qui reste
dans une conformation inactive (forme repliée) et n’est donc pas phosphorylée sur la tyrosine
397. Cela réduit la disponibilité de ses autres sites de phosphorylation pour les domaines SH2
d’autres protéines, entrainant une diminution de ’activation des voies de signalisation en aval

associées a I’adhésion.

Nos recherches ont démontré que I’expression de la Nétrine-3 est associée a une diminution de
I’autophosphorylation de la kinase FAK sur la tyrosine 397. Bien que ces données ne soient pas
incluses dans I’article, nous avons également analysé par Western blot 1’activité d’autres sites
clés de I’activité de FAK, en particulier les tyrosines 576/577 et 925, qui sont connues pour
interagir avec les protéines contenant un domaine SH2, telles que Src. Nos résultats indiquent
que I’expression de la Nétrine-3 est liée a une diminution de la phosphorylation de la tyrosine
925. Ces observations peuvent s’expliquer par la diminution de la rigidité de la matrice induite

par la Nétrine-3.

De plus, nous avons constaté que I’expression de la Nétrine-3 est associée a une réduction des
niveaux d’expression des récepteurs UNCS5B et NEOI1, suggérant leur internalisation apres
liaison avec la Nétrine-3. Nous avons alors émis I’hypothese que I’internalisation du complexe
Nétrine-3/récepteur puisse initier une cascade de signalisation conduisant a 1’inactivation de
FAK. Nos résultats montrent que 1’inhibition des récepteurs UNC5B et NEO1 ne restaure pas
la phosphorylation de FAK sur la Y397. Ce résultat suggere que la signalisation induite par les
récepteurs UNC5SB/NEO1 et la Nétrine-3 n’est pas directement impliquée dans la régulation de

cette voie.

En revanche, nous avons montré que la Nétrine-3 est capable de se lier a plusieurs
hétérodimeres contenant I’intégrine B1 et que I’expression de la Nétrine-3 dans les cellules de
CBPC est associée a une diminution de 1’activité de I’intégrine 1. Ces résultats suggerent que

la liaison de la Nétrine-3 a I’intégrine B1 pourrait potentiellement concurrencer les ligands



activateurs de la MEC ou stabiliser la conformation inactive de 1’intégrine, interférant ainsi

avec I’activation des intégrines et, par conséquent, avec ’activation de FAK en aval.

= [’expression de la Nétrine-3 est enrichie dans le sous-type NEURODI
(CBPC-N) et favorise la dissémination métastatique des CBPC

Les genes associés a la différenciation neuronale et a la signalisation des neuropeptides, tels
que les éphrines et les sémaphorines, sont fortement enrichis dans le sous-type CBPC-N
(Pitulescu & Adams, 2010; Yoshida, 2012). Des études récentes ont démontré que le
programme d'axonogenése, qui régule la migration neuronale (Zhang et al., 2019b), est
¢galement impliqué dans les métastases du CBPC (Yang et al., 2019). De plus, ces études ont
identifi¢ que les composants des voies des éphrines et des sémaphorines sont des cibles du
facteur de transcription NEURODI (Borromeo et al., 2016) ou des régulateurs du phénotype
NEURODI1 (Wooten et al., 2019), suggérant que leur expression pourrait contribuer au
potentiel métastatique des cellules CBPC-N. Cependant, le role de la Nétrine-3 dans ce contexte
n’a pas encore été exploré, bien que NEURODI et ASCLI1 aient été identifiés comme
activateurs du geéne de la Nétrine-3 (Jiang et al., 2021, Annexe 1), soulignant ainsi son

importance potentielle dans la régulation du phénotype métastatique du CBPC-N.

Au cours de mon projet de theése, j’ai étudié le role potentiel de la Nétrine-3 dans les
changements phénotypiques des sous-types du CBPC, qui sont impliqués dans des mécanismes
complexes affectant la progression et la dissémination du cancer. Nos données révélent une
forte expression de la Nétrine-3 dans les tumeurs de patients appartenant au sous-type
NEURODI1, alors qu’elle est presque absente dans les tumeurs du sous-type non-
neuroendocrine POU2F3. De plus, une corrélation élevée a été observée entre I’expression du
facteur de transcription NEURODI et celle de la Nétrine-3, tant dans les échantillons tumoraux
de patients que dans les lignées cellulaires dérivées. Ces résultats suggerent que la Nétrine-3

joue un role significatif dans la plasticité phénotypique du CBPC.

Contrairement au sous-type CBPC-A, qui est significativement surreprésenté dans les tumeurs
primaires, le sous-type CBPC-N est fortement enrichi dans les métastases ganglionnaires et
distantes (Chan et al., 2021). La forte expression de la Nétrine-3 observée dans le sous-type
CBPC-N souléve ainsi la question de son rdle potentiel dans ce phénomene. Pour explorer cette

hypothese, nous avons examiné les CTC présentes dans les échantillons sanguins de patients



atteints de CBPC. Nos résultats montrent que les CTC expriment la Nétrine-3 a leur surface, ce
qui suggere que cette molécule pourrait faciliter le détachement des cellules tumorales et, par
conséquent, leur dissémination métastatique. Ces observations ont été confirmées chez tous les
patients analysés jusqu’a présent (n=4). Nous prévoyons d’élargir cette étude en incluant un
plus grand nombre de patients et en explorant le marquage du facteur NEURODI. Nous
envisageons également de réaliser une analyse scRNA-seq sur ces échantillons afin
d’approfondir notre compréhension des voies de signalisation associées a la Nétrine-3 dans les

CTC du CBPC.

Par ailleurs, il est pertinent de noter qu’une équipe de chercheurs a observé que la surexpression
de la Nétrine-3 est corrélée a un mauvais pronostic clinique chez les patientes atteintes de
HGSOC, et qu’elle induit également une augmentation de la propagation métastatique de la
maladie dans un modéle murin de xénogreffe. Ces résultats soutiennent notre hypothése selon
laquelle la Nétrine-3 pourrait jouer un role crucial dans la dissémination métastatique, en

particulier dans le contexte du CBPC-N.

Actuellement, la prise en charge clinique du CBPC ne bénéficie pas d'une classification précise
des patients selon les sous-types tumoraux. Les biomarqueurs diagnostiques couramment
utilisés incluent les marqueurs neuroendocriniens traditionnels tels que la synaptophysine et la
chromogranine A. Bien que ces marqueurs soient détectables des les premiers stades de la
maladie, leur capacité a refléter la dynamique évolutive du CBPC reste limitée. En effet, ces
marqueurs ne sont pas spécifiques a un sous-type particulier du CBPC et ne capturent pas
pleinement les variations phénotypiques et les changements associés a la progression de la

maladie.

Il est donc crucial de découvrir de nouveaux biomarqueurs liquides capables de fournir une
¢valuation plus précise de la maladie. Les biomarqueurs liquides ont le potentiel de fournir des
informations plus détaillées sur la biologie tumorale et la progression de la maladie, facilitant
ainsi un diagnostic plus précis et un suivi plus efficace des patients. En particulier, les CTC et
d'autres biomarqueurs circulants, tels que les exosomes ou les microARN, pourraient jouer un

role crucial dans cette démarche. En se concentrant sur les caractéristiques uniques des CTC et



des biomarqueurs associés au CBPC, il serait possible de développer des approches

thérapeutiques plus ciblées et de surveiller la réponse au traitement de manicre non invasive.

Dans ce contexte, nos résultats suggerent que la détection de la Nétrine-3 dans les échantillons
sanguins pourrait émerger comme un biomarqueur innovant pour le CBPC, répondant ainsi a
un besoin clinique encore non satisfait. La forte spécificité¢ de I'expression de la Nétrine-3 pour
le sous-type pro-métastatique CBPC-N pourrait permettre, par une simple prise de sang, de
sélectionner les patients en fonction de l'expression de ce biomarqueur. Cela faciliterait
l'orientation vers des thérapies ciblées visant a traiter les cellules tumorales NTN3/NEUROD1-

positives, tant au niveau du site tumoral primaire que dans les métastases.

Le CBPC est largement reconnu pour sa nature hautement agressive, caractérisée par une
progression rapide et une forte propension a la métastase. Bien que des avancées aient été
réalisées dans la compréhension de sa biologie moléculaire, les options thérapeutiques restent
tres limitées, et le développement de nouvelles immunothérapies et thérapies ciblées n’a
malheureusement pas permis d’améliorer significativement la survie globale des patients
atteints de cette maladie (Rudin et al., 2019). Ces limitations pourraient s’expliquer en partie
par I’absence de sélection des patients basée sur I’expression spécifique des cibles moléculaires

en clinique, ce qui réduit I’efficacité des traitements.

Nos données suggérent non seulement que la Nétrine-3 pourrait émerger comme un
biomarqueur d’intérét majeur, mais également que son ciblage pourrait offrir de nouvelles
perspectives thérapeutiques pour les patients atteints de CBPC. En effet, évaluer 1’efficacité
d’un traitement ciblé contre la Nétrine-3 pourrait s’avérer particulierement prometteur pour
inhiber la transition des cellules neuroendocrines du CBPC vers un phénotype adhérent et
chimiorésistant. De plus, en limitant le détachement de ces cellules du site tumoral primaire,
une telle approche pourrait ralentir la progression métastatique de la maladie, offrant ainsi une

stratégie innovante pour améliorer les résultats cliniques.

Nous avons récemment démontré que ’anticorps anti-Nétrine-1, actuellement en évaluation
clinique, présente une affinité importante pour la Nétrine-3 et inhibe de manicre efficace les
interactions entre la Nétrine-3 et ses récepteurs, ce qui est associ¢ a une diminution de la
croissance tumorale dans des mod¢les précliniques de CBPC (Jiang et al., 2021, Annexe 1).

Les découvertes issues de mes travaux de thése apportent des éléments cruciaux sur le role de



la Nétrine-3 dans la progression du CBPC. Ces résultats ouvrent la voie a des recherches futures
qui devront approfondir 1'efficacit¢ du NP137, notamment lorsqu'il est combiné avec des
chimiothérapies ou des thérapies ciblées, tout en intégrant une sélection des patients basée sur
I’expression de la Nétrine-3 afin d’améliorer les chances de réponse au traitement pour les

patients atteints de CBPC.
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Abstract

The navigation cue netrin-1 is well-documented for its key role in
cancer development and represents a promising therapeutic target
currently under clinical investigation. Phase 1 and 2 clinical trials
are ongoing with NP137, a humanized monoclonal antibody against
netrin-1. Interestingly, the epitope recognized by NP137 in netrin-1
shares 90% homology with its counterpart in netrin-3, the closest
member to netrin-1 in humans, for which little is known in the field
of cancer. Here, we unveiled that netrin-3 appears to be expressed
specifically in human neuroblastoma (NB) and small cell lung cancer
(SCLC), two subtypes of neuroectodermal/neuroendocrine lineages.
Netrin-3 and netrin-1 expression are mutually exclusive, and the
former is driven by the MYCN oncogene in NB, and the ASCL-1 or
NeuroD1 transcription factors in SCLC. Netrin-3 expression is corre-
lated with disease stage, aggressiveness, and overall survival in NB.
Mechanistically, we confirmed the high affinity of netrin-3 for
netrin-1 receptors and we demonstrated that netrin-3 genetic
silencing or interference using NP137, delayed tumor engraftment,
and reduced tumor growth in animal models. Altogether, these data
support the targeting of netrin-3 in NB and SCLC.

Keywords axon guidance; netrin-1; netrin-3; neuroblastoma; small cell lung
cancer
Subject Categories Cancer; Signal Transduction
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Introduction

Navigation cues such as semaphorins, netrins, or ephrins have been
shown to play various crucial roles in many cellular processes
(Stoeckli, 2018). Members of the netrin family, strongly implicated
in the nervous system development, have been associated with
several pathologies (van Gils et al, 2012; Ramkhelawon et al, 2014;
Renders et al, 2021). Interestingly, netrin-1, the most studied
member of the netrin family, is upregulated in a large fraction of
human cancers, where it is generally assumed to promote cancer
cell survival via its interaction with its receptors, deleted in colorec-
tal carcinoma (DCC) and members of the uncoordinated-5 family
(UNCS5-A, B, C, D; Mehlen et al, 2011; Paradisi et al, 2013). An
effort to assay the clinical relevance of inhibiting netrin-1/receptor
interactions is currently ongoing with an anti-netrin-1 monoclonal
antibody NP137 (Grandin et al, 2016). Preliminary data from the
phase 1 trial performed on patients with advanced solid cancer have
recently been presented, underlining an encouraging anti-tumor
activity (Cassier et al, 2019). A phase-1b/2 trial investigating NP137
in combination with chemotherapy or/and anti-PD1 in a specific
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clinical indication, i.e., uterine cancer—is also
(NCT02977195).

Interestingly, the epitope recognized by NP137, a 22 amino acid
sequence of the netrin-1 V2 domain (Grandin et al, 2016), is highly
conserved in chicken netrin-2, often considered to be the ortholog of
human netrin-3. Hence, we sought to investigate netrin-3 expression
in a tumor-related context. Netrin-3, originally described in 1999 for
its putative role as a guidance molecule, is expressed in sensory
ganglia during embryonic development and displays a high level of
affinity for netrin-1 receptors in mice (Wang et al, 1999). However,
little is known on its biological functions during embryonic develop-
ment as knockout mice have to our knowledge not been generated,
and its expression pattern in humans has to date not been described.
In the present study, we show that netrin-3 is specifically upregu-
lated in tumors associated with neuroectodermal/neuroendocrine
lineages. More specifically, we demonstrate that netrin-3 expression
is correlated with neuroblastoma (NB) aggressiveness and could
constitute a promising prognostic marker and may be considered as
a therapeutic target in small cell lung cancer (SCLC).

ongoing

Results
Analysis of netrin-3 expression in cancer

We first attempted to identify the cancer-associated expression of
netrin-3 by conducting a bioinformatics search in public cancer
databases. We first focused on a dataset encompassing RNA-
sequencing data from 675 cancer cell lines (Klijn et al, 2015) over-
lapping 16 cancer cell types. Compared to netrin-1 gene expression,
which is displayed by most cancers, netrin-3 gene expression was
largely represented by two specific clusters corresponding to
neuroblastoma (NB) and small cell lung cancer (SCLC) (Fig 1A). Of
note, the expression of netrin-3 and netrin-1 seemed to be mutually
exclusive (Fig 1B). While netrin-1 was detectable (FPKM > 1) in
43.3% of cell lines, netrin-3 was only detected in 4.8%, and their
common expression occurred in only 0.015% of cell lines
(P = 0.037—Fisher’s exact test) (Fig 1C), arguing in favor of a selec-
tive event driving high netrin-3 gene expression specifically in these
two neuroepithelial cancer indications (Rindi et al, 2018).

Netrin-3 as a prognostic marker for NB

We thus investigated more closely the expression of netrin-3 gene in
NB, which is the most common extracranial pediatric solid tumor,
responsible for 15% of all childhood cancer-related deaths, and
arises from the sympatho-adrenal lineage of neural crest cells (Pugh
et al, 2013; Matthay et al, 2016; Mohlin et al, 2019; Chang
et al, 2020). According to the INSS classification, NB patient
outcome is strongly associated with tumor grade, which encom-
passes five stages in the case of NB, namely 1, 2, 3, 4, and 4S. We
thus analyzed netrin-3 gene expression by qRT-PCR in a panel of
181 human NB samples (Gibert et al, 2014). While netrin-3 mRNA
was barely detectable in stages-1, -2, and -3, which are localized NB
with good prognosis, its expression increased in more advanced,
highly aggressive and metastatic tumors with poor outcome
(Fig 2A). Indeed, stage-4 displayed higher levels of netrin-3
compared to stages-1 (P =0.0102), -2 (P=0.1068), or -3
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(P =0.0042). Remarkably, stage 4S restricted to neonates and
encompassing highly metastatic tumors that often spontaneously
regress, displayed a low level of netrin-3 (P = 0.0434; stage-4 vs.
4S) (Fig 2A). NB patients were also stratified in two groups accord-
ing to MYCN amplification, the lower risk group consisting of non-
MYCN-amplified and localized tumors (stages-1, -2, and -3) and
metastatic forms for children under 18 months (stages-4 and 4S)
(Matthay et al, 2016). The high-risk group includes all MYCN-ampli-
fied NB and non-MYCN-amplified stage-4 tumors, for children above
18 months (Ambros et al, 2003). Netrin-3 gene expression was once
again correlated with poor outcome as it was significantly higher in
the high-risk group (P = 0.039) (Fig 2B). Furthermore, elevated
netrin-3 gene expression levels were strongly correlated with poor
overall survival (OS) in this cohort (median expression ranking),
with an OS at 150 months of 72.5% for low netrin-3-expressing
tumors and 46.6% for high netrin-3-expressing tumors (P = 0.029)
(Fig 2C). A group of NB patients (n = 19) that displayed a twofold
increase or more in netrin-3 expression was extrapolated (=netrin-3
very high) from this original cohort and exhibited an OS of 28.5%
(P =0.002) (Figs 2C and EV1A). Moreover, in the aggressive stage-
4 sustained netrin-3 gene expression was correlated with poor prog-
nosis, potentially underlining a function for netrin-3 in NB tumor
progression and aggressiveness (Fig 2D). Finally, we confirmed the
data extracted from the 181 patients, using a published cohort of
498 cases of NB patients (Zhang et al, 2015), and further validated
this gene expression with an RNAscope analysis on fixed frozen NB-
tissue samples (Figs 2E and EV1B-D).

To refine the molecular characterization of netrin-3-expressing
NB tumors, we performed Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) to
identify associated pathways (Subramanian et al, 2005). We
observed that MYCN-regulated pathways were also over-activated
in the netrin-3 high group (P = 0.039; fdqr = 0.025) (Fig 3A). The
E2F signature was also over-represented among netrin-3 high NB
tumors (P < 0.001; fdqr = 0.0014), the G2/M cell hallmark corre-
lated with genomic instability was also predominant in netrin-3 high
stage four patients (Fig EV2A-B). These two signatures are corre-
lated with high levels of mitosis and cancer aggressiveness.

As MYCN amplification is believed to be one of the most drastic
events impacting patient survival (Rickman et al, 2018), we decided
to further analyze the links between MYCN and netrin-3 in NB
among the 498 patients. As such, those with an amplified MYCN
presented a higher level of netrin-3 compared to non-amplified
MYCN-bearing patients (P < 0.001), suggesting a putative direct
regulation by this transcription factor (Figs 3B and EV2C). Interest-
ingly, netrin-3 did not constitute a prognostic marker in non-MYCN-
amplified patients (Fig EV2D). Netrin-3 gene expression decreases
when mycn was silenced using specific siRNA in two NB cell lines,
whereas netrin-1 remained unaltered (Figs 3C and EV2E). MYCN
regulation of netrin-3 gene expression was further supported, as we
detected an enrichment in MYCN binding sites in the netrin-3
promoter locus after ChIP-sequencing analysis of NB cell lines
(Robinson et al, 2011; Zeid et al, 2018; Upton et al, 2020). This was
correlated with Histone H3 acetyl-Lysine 27 (H3K27ac) and
monomethylated H3K4 (H3K4mel), histone modifications that are
associated with active enhancer regions (Rada-Iglesias et al, 2011),
indicating that MYCN directly contributes to increasing the expres-
sion of netrin-3 in NB (Figs 3D and EV2F). A broad domain of the
active promoter-associated epigenetic modification, trimethylated

© 2021 The Authors

TLTHLIL8IE6:0PHI:008B:R19:4 190 [0RT dI WOl +Z0T ‘T ¥sndny uo S10-ssaxdoquia’mmm//:sdny woiy popeoumo(]



Shan Jiang et al EMBO Molecular Medicine

A 2 O P L ON, P
&7 5 (GG OR N
‘\e’d\ 0?,\3 0(’(/\>$</ 0$(/ 0$(’ \5$(/ $<</ ?g (’0 Color Key
and Hi
* = —_— : Tissue origin: NTN3 expressing pathologies:

— M & [ oteer [ vourcbiastoma
s | . Breast . Quary Small cell lung carcinoma
. D Cervix . Pancreas E‘ Others

’-_‘ Colo-reclal ,_l Sarcomatiod
— §§ D Head-neck - Skin

= . Kidney - Stomach
— ’_‘ Liver . Urinary bladder
I i [:] Lung . Uterus

200

El Lymphoid

——— C
— 43.26% 4.9% 0.015% p=0.037
B
T 40 Bl netrin-3
ff; Bl netrin-1
5%
?
2 20
S
x
Q
< 10
14
g

0 il . ] I

675 cancer cell lines

Figure 1. Netrin-3 expression in cancer cell lines.

Exploring the expression by RNA sequencing of netrin-1 and netrin-3 among 675 cancer cell lines spanning 16 cancer types.

A Expression heat map of netrin-3 and netrin-1. Receptors of netrin-1 and putative receptors of netrin-3: DCC, UNC5-A, UNC5-B, UNC5-C, UNC5-D, Neogenin, APP,
CD146 are presented. The color legend (right-hand side) describes all tumor types included in the heat map. Asterisks indicate the two main pathologies in which
netrin-3 expression is detectable.

B Analysis of netrin-1 and netrin-3 expression in tumor cell lines and ranked according to netrin-1 expression.

C Percentage of cell lines positive for netrin-1 and/or netrin-3 expression. Co-occurrence of expression was calculated using Fisher’s exact test. P-value is indicated in
the table.

H3K4 (H3K4me3), was also enriched at netrin-3 transcription start cell identity (Benayoun et al, 2015) (Fig EV2F). This binding was
site (TSS) and across the gene body (Figs 3D and EV2F), consistent undetectable for Netrin-1 explaining, at least in part, the specificity
with this being an actively transcribed gene potentially involved in of these expressions (Fig EV2G).
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Figure 2. Analysis of netrin-3 expression on neuroblastoma (NB) prognosis.
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A Quantification of netrin-3 gene expression by gqRT-PCR in a panel of 181 human NB stages 1, 2, 3, 4, and 4S. Number of cases is indicated on the graph. Error bars
indicate s.e.m. Statistical treatment of the data was performed using a two-sided Student’s t-test.

B Quantification of netrin-3 gene expression by qRT-PCR in a panel of 181 human neuroblastoma patients, defined as low- and high-risk NB. The number of cases is
indicated on the graph. Error bars indicate s.e.m. Statistical treatment of the data was performed using a two-sided Student’s t-test.

C Netrin-3 high expression is a marker of poor prognosis in NB. 280 months overall Kaplan—Meier survival curves in a panel of 181 patients of all NB stages. The cohort
was dichotomized base on netrin-3 median expression (in green and red). Statistical treatment of the data: Mantel-Cox; P-value is indicated below the graph.

D Netrin-3 high expression is a marker of poor prognosis in aggressive NB. 280 months overall Kaplan—Meier survival curves in a panel of 64 stage four patients. The
cohort was dichotomized base on netrin-3 expression, as presented in panel C. Statistical treatment of the data: Mantel-Cox; P-value is indicated below the graph.

E Confirmation in 498 RNA-seq NB patients that netrin-3 high expression is a marker of poor prognosis in NB. 6,000 days overall Kaplan—Meier survival curves. The cohort
was dichotomized based on netrin-3 median expression (in green and red). Statistical treatment of the data: Mantel-Cox; P-value is indicated below the graph.

To ascertain whether netrin-3 impacts neuroblastoma tumor
formation, we conducted netrin-3 silencing via specific siRNA
assays in the IGR-N91 cell line. The chorioallantoic membrane
(CAM) of chicken embryos is a well-described model to study tumor
progression (Stupack et al, 2006; Berthenet et al, 2020). NB cells
were xenografted on the CAM of ten-day-old chick embryos
(Fig EV2H). Seventeen-day-old chick embryos were then analyzed
for primary tumor size. As shown in Fig 3E, tumors silenced for
netrin-3 were substantially smaller than controls (U-test; siScr vs.
siNetrin-3, P = 0.0011). Staining of the engrafted tumors resulted in
an increase in the number of apoptotic cells detected in netrin-3-
silenced tumors (Cleaved PARP, U-test, P = 0.0162). It is interesting
to note that proliferation appears as not modified in the same exper-
iments (Fig EV2I). Similar results were obtained with IMR32 NB cell
line (U-test, P = 0.0025) (Fig 3F).

Elevated netrin-3 expression in small cell lung cancer

We next investigated the putative role of netrin-3 in SCLC, which is
the deadliest histological subtype of lung cancers, associated with
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high rates of metastatic disease at diagnosis (Augert et al, 2020; Ko
et al, 2021). Some drugs including immunotherapy have recently
been tested in the clinic for this indication but have failed to provide
benefits for a majority of patients. Netrin-3 expression was detect-
able by RNA sequencing in lung cancer cell lines, particularly in
SCLC (P <0.001) and more sporadically in carcinoid and mesothe-
lioma cells which are also neuroendocrine lineages (Figs 4A and
EV3A). We performed qRT-PCR analyses to select NCI-H82 and
NCI-H69 cells model, as they expressed netrin-3 but not netrin-1
(Fig 4B).

To further analyze the expression of netrin-3 in human SCLC, we
performed an RNAscope analysis on FFPE sections (Fig 4C). Netrin-3
was expressed at a high level in nine out of 10 human SCLC samples
tested, whereas netrin-1 was detected in only 10% of the samples,
confirming our previous observation on their exclusive expression
pattern (Fig 4D). Interestingly, RNAscope analysis further supported
the view that netrin-3 was specifically expressed by cancer cells and
not by the tumor microenvironment (Fig EV3B and C).

In an effort to unravel the mechanisms underlying the expres-
sion of netrin-3 in SCLC, we additionally carried out an in silico

© 2021 The Authors
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Figure 3. Netrin-3 is a target gene of MYCN in NB.

A Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) in high netrin-3 NB patients. The cohort was dichotomized with the n = 50 lowest vs. 50 highest: amplification the MYCN

pathway (P = 0.039; fdgr = 0.025).

B Netrin-3 expression is higher in MYCN-amplified NB patients. The cohort was dichotomized based on mycn amplification and sorted for netrin-3 expression.
Statistical treatment of the data: Welsh test; P-value is indicated on the graph. Error bars indicate s.e.m (boxes = 25" to 750 percentile; central band = mean;

whiskers = min to max).

C QRT-PCR analysis of netrin-3 gene expression in IMR32 (n = 5) and IGRN91 (n = 5) NB cell lines after MYCN silencing by siRNA (U-test). Error bars indicate s.e.m.

D ChlIP-seq analysis of MYCN binding, active enhancer epigenetic marks H3K27ac, H3K4mel, and active promoter epigenetic mark H3K4me3, on netrin-3 locus (red line).
An enrichment of MYCN, associated with active enhancer marks, was detected in three different neuroblastoma cell lines NB-1643, COGN415, and LANS.

E Quantitative analysis showing the size of IGRN91 primary tumors implanted on CAM and silenced or not for netrin-3 (n = 11 siScr, n = 9 siNetrin-3; U-test). Error

bars indicate s.e.m.

F Quantitative analysis showing the size of IMR32 primary tumors silenced or not for netrin-3 (n = 5 siScr, n = 7 siNetrin-3; U-test). Error bars indicate s.e.m.

screen of transcription factors described as promoters of genes
associated with SCLC aggressiveness. Indeed, netrin-3 expression
is associated with the expression of two key transcription factors:
the neuronal transcription factor neurogenic differentiation 1
(NeuroD1) and Achaete-Scute Family BHLH Transcription Factor-1
(ASCL-1) (Borromeo et al, 2016; Rudin et al, 2019). These factors
are upregulated in a variety of aggressive neural/neuroendocrine
carcinomas and important for the development and function of
several neural/neuroendocrine tissues. After analysis of published
ChIP-sequencing datasets, we identified that specific binding sites
for both NeuroD1 and ASCL-1 are enriched upstream of the netrin-
3 gene promoter in SCLC cell lines (Robinson et al, 2011;

© 2021 The Authors

Borromeo et al, 2016; Huang et al, 2018; Upton et al, 2020)
(Figs 5A and EV4A and B). These data show that the NeuroD1 and
ASCL-1 peaks are centered around a broad domain of H3K27ac that
encompasses the entire netrin-3 upstream intergenic region, as well
as most of the gene body. This suggests that NeuroD1 and ASCL-1
binding at this site is associated with transcriptional activation of
netrin-3 (Fig 5B). By comparison, we did not observe a similar
enrichment in H3K27ac in a wide range of other cell types, indicat-
ing selectivity to SCLC cell lines expressing NeuroD1/ASCL-1 (Fig
EV4A and B). We detected no binding in the netrin-1 gene
promoter (Fig EV4C). Furthermore, netrin-3 gene expression
decreases when neuroD1 and ascl-1 were silenced using specific

EMBO Molecular Medicine 13:e12878 (2021 5 of 14
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Figure 4. Characterization of Netrin-3 in SCLC.

A Deep analysis of netrin-3 gene expression in lung cancer cell lines (n = 76; RNA-Seq).

B QRT-PCR analysis of netrin-1 and netrin-3 expression, in lung cancer cell Lines (Error bars indicate SD, n = 3).

C Representative netrin-3 and netrin-1 mRNA detection, using RNAscope on SCLC paraffin-embedded tumor sections. Negative control DAPB, positive control PPiB. Each
brown dot is a unique molecule of mRNA of each targeted gene (n = 10, scale bars 20 um).

D Quantification of netrin-3 and netrin-1 expression in human SCLC paraffin-embedded tumor sections (High > 50% marked cells; Low < 5%).

siRNA in two SCLC cell lines, indicating that these transcription
factors directly regulate the netrin-3 transcript (Fig 5C).

Novel tumor growth-promoting activity by netrin-3

Since netrin-1 has been shown to promote tumor progression in
various cancer indications due to its ability to block DCC and
UNCSB-induced cell death, and since our current data show that in
NB and SCLC tumors, netrin-3 is upregulated rather than netrin-1,
we first investigated whether netrin-3 could bind to netrin-1 recep-
tors. Data previously reported suggested that netrin-3 could interact
with netrin-1 receptors (Wang et al, 1999). To extend this analysis,
we conducted bio-layer interferometry assays (Fig 6A). Attempts to

6 of 14  EMBO Molecular Medicine 13: €12878 | 2021

produce recombinant human netrin-3 were unsuccessful due to a
non-soluble production of h-netrin-3 and prompted us to use
chicken netrin-2L, which is phylogenetically considered as the
ortholog of mammalian netrin-3. As shown in Fig 6A and B, netrin-
2-like (NTN2L) was able to bind to UNC5-B and UNCS5-C with a Kd
similar to netrin-1, whereas it interacted with lower affinity with
DCC, UNC5A, and Neogenin.

In an effort to analyze the function of netrin-3 in cancer cells, we
first silenced netrin-3 and CRISPR/Cas-9 in NCI-H82 SCLC cells,
using three different guide RNAs and isolated three polyclonal cell
lines devoid of netrin-3 expression (Fig 6C). In this cell line and in
the NCI-H82 KO polyclones, DCC was not detected. Interestingly, an
increase in the level of UNCSB receptor was detected. This may

© 2021 The Authors
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Figure 5. Netrin-3 is a target gene of NeuroD1 and ASCL1 in SCLC.
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A ChIP-seq analysis of NeuroD1 and ASCL-1 binding on the netrin-3 gene promoter. A major binding site was detected (red and blue peaks for NeuroD1 and ASCL1,

respectively). Input controls are shown below (black).

B ChIP-seq analysis of NeuroD1 and ASCL-1 chromatin enrichment, which was associated with broad H3K27ac-enriched regions at the netrin-3 locus (red line),
indicating a transcriptionally active region in SCLC cell lines (rep = experimental replicates).
C QRT-PCR analysis of netrin-3 gene expression in NCI-H82 (n = 6) and NCI-H69 (n = 4) SCLC cell lines after Neurod-1 and ASCL-1 silencing by siRNAs (U-test). Error

bars indicate s.e.m.

imply that UNCSB is internalized when bound to netrin-3 as
formerly described for DCC when bound to netrin-1 (Bin
et al, 2015). In vitro, these netrin-3 KO cells did not behave dif-
ferently than control cells in terms of proliferation or cell death simi-
larly to results obtained with siRNAs (Fig EV5A). To determine
whether netrin-3 had a function in tumor formation, we engrafted
these cell lines in immunodeficient mice. As shown in Fig 6D, cell
populations silenced for netrin-3 expression showed a strong
decrease in tumor onset, supporting a role for netrin-3 in tumor
development. Similar data were observed with the NCI-H69 cell line
(Fig 6E and F).

Netrin-3 as a therapeutic target in SCLC

Having demonstrated that netrin-3 was upregulated in two subtypes
of neuroectodermal tumors, where it potentially promotes tumor
development, we next sought to study its relevance as a therapeutic
target. Of interest, a therapeutic anti-netrin-1 mAb, called NP137,
was recently developed and is currently being tested in clinical
phase 1 and 2 trials in patients harboring tumoral netrin-1 expres-
sion (Cassier et al, 2019). Netrin-1 and netrin-3 are 75% homolo-
gous in terms of protein conservation, and this homology reaches
90.1% for the epitope region recognized by the NP137 (Figs 7A and

© 2021 The Authors

EV5B). To investigate whether this similarity is sufficient to allow
NP137 to bind to netrin-3, we tested the binding of NP137 on recom-
binant chicken netrin-2 (rchNTNT2) by bio-layer interferometry. As
shown in Fig 7B, NP137 clearly bound netrin-2L. within a similar
range of affinity compared to netrin-1 (Kd rhNTN1: 0.96 + 0.30 nM;
Kd for rchNTN2: 1.53 + 0.96 nM) (Figs 7B and EV5C). Moreover,
using the netrin-1/UNCSB interaction as a positive control, we
further showed that NP137 also inhibits the netrin-2L/UNCS5B inter-
action in a dose-dependent manner (Fig 7C). Next, we assessed
whether as observed for netrin-1-expressing cancer cells (Grandin
et al, 2016), NP137 could affect netrin-3-expressing SCLC tumor
cells. NCI-H82 cells were thus grafted in immunodeficient mice,
which were then received systemic injections of NP137 once tumors
had reached 100 mm?®. As shown in Fig 7D, NP137 triggers a signifi-
cant tumor growth inhibition and an enhanced mouse survival
(Figs 7E and EV5D).

Similar data were observed with the NCI-H2286 cell line, high-
lighting netrin-3 as a potential therapeutic target (Fig EVSE). To
decipher, the mechanism of action of the antibody targeting netrin-3
we conducted an immunohistological analysis of anti-netrin-treated
NCI-H82 tumors, which revealed a significant increase of cleaved
PARP staining (Figs 7F and EVSF). Interestingly, no significant
modification of Ki67 is detected confirming chorioallantoic
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Figure 6. Tumor promoting role of netrin-3.

A Bio-layer interferometry analysis of netrin-2L/receptor interactions. Other members of the netrin family were also tested: netrin-1, netrin-4 and netrin-G2 (red: netrin-

2L; blue: netrin-1; green netrin-4).
B Kd calculation after bio-layer interferometry analysis, *= no interaction detected.

NCI-H82 CRISPR/Cas9 were subjected to immunoblots. sGx, designates the number of guide RNAs, control cells (sGc).
D Netrin-3 silencing delays or inhibits SCLC engraftment in vivo. NMRI nude mice were subcutaneously engrafted with either NCI-H82-CRIPSR/cas9-NTN3 with three
different guides RNAs (sG1 P = 0.0022; sG2 P < 0.001; and sG3 P < 0.001) or control cells (sGc) n = 6/group. Positive tumor engraftment was reported when tumors

reached 50 mm?® (Mantel-Cox).

E NCI-H69-CRISPR/Cas9 were subjected to immunoblots. sGx designates the number of guide RNAs, control cells (sGc).
F NCI-H69-CRISPR/Cas9 cells presented in E. were subcutaneously engrafted with either NCI-H69- CRIPSR/cas9-NTN3 with three different guide RNAs (sG1 P = 0.017;
sG2 P = 0.028; and sG3 P = 0.001) or control cells (sGc) n = 6/group. Positive tumor engraftment was reported when tumors reached 20 mm?® (Mantel—Cox).

Source data are available online for this figure.

membrane experiments, further supporting the view that netrin-3
interference is in vivo associated with cancer cell death.

Discussion

In the present paper, we analyzed the expression and possible func-
tions of netrin-3, an understudied protein in the field of oncology.
We show that netrin-3 is selectively expressed in two neuroectoder-
mal human cancer types, NB and SCLC. Its high level of expression
and strong specificity to these two cancers, support a possible role
for netrin-3 in these pathologies. Indeed, netrin-3 is highly
expressed in high-grade compared to low-grade NBs, implying a
strong correlation between netrin-3 expression and patient survival

8 of 14  EMBO Molecular Medicine 13: €12878 | 2021

at pathological stages and in all aggressive tumor types. Netrin-3
could thus emerge as a diagnostic marker, and owing to its secreted
nature, this may provide promising opportunities for its routine
detection in patient blood samples. Nevertheless, and in order to
further assess netrin-3 levels in pre-clinical/clinical studies, a speci-
fic netrin-3 antibody is necessary for its immunohistochemical char-
acterization, as we failed to validate the commercially available
candidates we tested.

Importantly, we demonstrated that netrin-3 is also expressed in
SCLC tumor cells, at least in part through the activities of ASCL1
and Neuro-D1 (Borromeo et al, 2016). Analyses of published ChIP-
sequencing datasets of these transcription factors revealed that they
are abundant on chromatin upstream of the netrin-3 gene, which is
correlated with high levels of epigenetic marks associated with

© 2021 The Authors
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Figure 7. Netrin-3 is a therapeutic target in SCLC.

A Analysis of the NP137 antibody (anti-netrin-1) epitope across netrin family members.
B Analysis of NP137 binding on netrin-2L, netrin-1; netrin-4 or netrin-G2 by bio-layer interferometry assays. Kd rhNTN1: 0.96 + 0.30 nM; Kd for rchNTN2:

1.53 £ 0.96 nM.

C NP137 inhibits NTN1/UNC5B or NTN-2L/UNCSB interaction, detected by Elisa assays. Here the recombinant proteins are the murine forms (Control IgG = mouse

1gG2A, mNP137 = murine Fc, UNCB = rat UN5H?2) bars indicate SD, n = 3.

D NMRI nude mice were engrafted with NCI-H82 cells by subcutaneous injection of 2 million cells. When the mean tumor volume reached approximately 80 mm?,
animals were treated 3 x time/weekly by intra-abdominal injection of PBS; NPOO1 (Human IgG1, isotype); NP137 (anti-netrinl/3) during 20 days. n = 10

animals/group (*P < 0.05, two-way ANOVA, error bars indicate s.e.m.).

E NP137 enhances survival of mice engrafted with NCI-H82 cell line (see D). Analysis of Kaplan—Meier survival curves of mice treated or not with NP137. Mantel-Cox

test; n = 10 animals/group.

F Quantification of cell death (cleaved PARP) in H82-treated tumors in D. Tumors were analyzed 7 days after the first treatment (i.e, 400 mm? n = 3/group. U-test, bars

indicate SD).

active enhancers (H3K27ac and, when data available, H3K4mel).
Netrin-3 was also expressed in NB, and we determined in vitro that
the driver of NB, namely MYCN, was bound upstream of the netrin-
3 gene. Similarly to ASCL1 and Neuro-D1 in ASCL, this was corre-
lated with high levels of active enhancer epigenetic marks
(H3K27ac, H3K4mel). H3K4me3 formed a peak at the netrin-3
promoter in MYCN-positive NB cell lines, supporting the view that
netrin-3 is a constitutively transcribed gene in these cells, potentially
associated with cell identity (Benayoun et al, 2015).

Small cell lung cancer is generally regarded as highly aggressive
and treatment options remain limited (Polley et al, 2016; Antonia
et al, 2016). Our present data using genetic silencing or protein titra-
tion support the view that targeting netrin-3 may offer promising
perspectives for SCLC patients. Of interest, there is currently a
candidate drug tested in clinics with excellent safety data (Cassier
et al, 2019), that we show here to interact with netrin-3 with an
affinity in the nanomolar range by inhibiting netrin-3/receptor inter-
actions. We present evidence that inhibiting netrin-3/receptor

© 2021 The Authors

interactions with NP137 is associated with tumor growth inhibition
in SCLC pre-clinical models. Future works should further explore
whether NP137 could be an attractive treatment for SCLC as
monotherapy or in combination with chemotherapies and
immunotherapies.

Our study raised several puzzling issues, including the apparent
mutually exclusive expression of netrin-1 and netrin-3, and the
restricted expression of netrin-3 to NB and SCLC, while netrin-1
expression is displayed by most cancer indications. In terms of
biological evolution, these proteins have conserved a strong struc-
tural homology, and our data together with previous findings
suggest that netrin-3 binds to the same receptors as netrin-1, thus
functionally mimicking netrin-1 in particular in NB (Delloye-Bour-
geois et al, 2009). Preliminary data from our laboratory consistently
show that netrin-3 can block cell death induced by the dependence
receptor UNC5B. However, both expression in tumors and during
embryonic development seems to be completely different. Netrin-1
silencing in mice is associated with embryonic lethality and major
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nervous system defects (Bin et al, 2015), whereas netrin-3 expres-
sion appears to be restricted to the peripheral nervous system
(Wang et al, 1999). Yet, the specific expression of netrin-3 in
neuroepithelial tumors, which may indicate lineage specificity, may
also provide important tools in terms of diagnosis. Future work
should investigate whether blood/urine detection of netrin-3 could
represent an original predictor of SCLC, for which there is a clear
clinical unmet need.

Materials and Methods

Human tumor samples

Patients or their legal guardians signed a written informed consent
agreeing on the use of tumor samples for research, according to the
French regulations on the protection of persons (French Ethics
Committee). Human NB samples were collected from a cohort of
181 patients staged in accordance with the International Neuroblas-
toma Staging System (Gibert et al, 2014). Material was collected by
the Institut Gustave Roussy (Villejuif, France). Human SCLC tumors
were collected by the Biobank Tissue unit, Pasteur Hospital (Nice,
France). Informed consent was obtained from all subjects, and the
experiments conformed to the principles set out in the WMA Decla-
ration of Helsinki and the Department of Health and Human
Services Belmont Report. Following patient agreement, primary
tumors were obtained, either by biopsy or after surgery, and were
directly frozen before storage.

Mouse experiments and pathology

Animals were maintained in a specific pathogen-free animal facility
(Anican, Lyon—France) and stored in sterilized filter-topped cages.
Mice were handled in agreement with the institutional recommenda-
tions and procedures approved by the animal care committee
(Comité d’Evaluation Commun au Centre Léon Bérard, a
I’Animalerie de transit de ’ENS, au PBES et au laboratoire P4;
CECCAP). Seven-week-old (20-22 g body weight) female NMRI
mice were obtained from Janvier Labs (Saint Berthevin—France)
(Delloye-Bourgeois et al, 2013). The animals were housed in stan-
dard cages (five animals/cage) with litter and food. Enrichment was
achieved by adding cotton for nesting.

Generation of stable netrin-3 knocked out cell line

Different small guide RNAs (sgRNA) were designed using the sgRNA
designer tool (CRISPRi), (https://portals.broadinstitute.org/gpp/pub
lic/analysis-tools/sgrna-design-crisprai). The sequences are as
follows: sgl: 5-CCGCCCTCGCTGCAGCCGGG-3’; sg2: 5-CGCCCAC
GGCCCTTCCCGGG-3’; sg3: 5’-TCGCTGCAGCCGGGAGGAGG-3’.
The Esp3I linker was added to sgRNAs, and the oligonucleotides
were then annealed by incubation for 3 min at 90°C and 15 min at
37°C and ligated in pLV hU6-sgRNA hUbC-dCas9-KRAB-T2a-Puro
(Addgene #71236) (Thakore et al, 2015). Insertion of sgRNA was
confirmed by sequencing. The use of pLV hU6-sgRNA hUbC-dCas9-
KRAB-T2a-Puro, which is constructed around a 3™ generation
lentiviral backbone, allows for the simultaneous expression of Cas9
and gRNA and for selection for puromycin resistance. Resulting
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plasmids were used to produce lentiviruses to further infect cell
lines of interest. Lentiviral vectors were a generous gift from Carine
Maisse (INRA, UMR754, Lyon, France).

Lentiviral transduction

Production of VSV-g pseudotyped lentivirus was made by co-trans-
fecting 70-80% confluent 293FT cells (gift from Dr Fabrice Lavial,
CRCL) with lentiviral vectors described in 1) and 2) plus pCMV-
dR8.91 and pCMV-VSV-g plasmids using Lipofectamine 3000 in
OptiMEM medium + GlutaMAX supplemented with 1 mM Sodium
Pyruvate and 5% FBS. Transfection medium was replaced 6 h later
by OptiMEM + Pyruvate + 5% FBS. Lentiviral supernatant was
harvested 48 h later, filtered through a 0.45-um syringe filter, and
used either fresh or snap-frozen. For transduction, cell lines of inter-
est were plated in 0.25 ml in 24-well plates and 0.25 ml of viral
supernatant was added in the presence of 10 pg/ml polybrene. 24 h
later, viral supernatant was discarded and cells were cultured in their
normal culture medium supplemented with puromycin for one week.

Cell culture

NCI-H82 and NCI-H69 were obtained from ATCC and cultured in
RPMI 1640 Medium (ATCC 30-2001) adding fetal bovine serum
(FBS, ATCC 30-2020) to a final concentration of 10% and 1% peni-
cillin/streptomycin (P/S). NCI-H2286 was obtained from ATCC and
cultured in DMEM: F12 Medium (Catalog No0.30-2006) adding
0.005 mg/ml Insulin, 0.01 mg/ml Transferrin, 30 nM Sodium selen-
ite (final concentration), 5% FBS and 1% P/S. HeLa cells were
obtained from our lab and cultured in DMEM with 10% FBS and
1% P/S. All cells were tested for mycoplasma contamination.

Quantitative RT-PCR

Tumor cells, patient samples, or xenografts were disrupted with
MagNALyser kit (Roche Applied Science). Total RNAs of either cell
lines or tumors were extracted by using NucleoSpin® RNAII Kit
(Macherey Nagel) according to the manufacturer’s protocol. RT-
PCR reactions were performed with iScript cDNA Synthesis Kit
(BIO-RAD). One microgram total RNA was reverse transcribed by
using the following program: 25°C for 5 min, 42°C for 30 min, and
85°C for 5 min. Real-time quantitative RT-PCR was performed with
a LightCycler 96 apparatus (Roche) using LightCycler® TagMan®
Master kit (Roche, Basel, Switzerland). Expression of target genes
was normalized to hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase
(HPRT), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), and
beta-glucuronidase (GUSB) using the comparative CT method.
Relative expression of each gene was calculated according to the
comparative 2—AACt quantification method in which ACt = Ct (Sam-
ple)—Ct (Normalizer) and AACt = ACt (Sample)—ACt (Calibrator).
hASCL1 F (probe 38) CGACTTCACCAACTGGTTCTG; hASCL1 R
(probe 38) ATGCAGGTTGTGCGATCA; hMYCN F (probe 38)
TAATATGCCCGGGGGACT; hMYCN R (probe 38) GGGCTGGAA
CTGGCTTTT; hNeuroD1 F (probe 30) CTGCTCAAGGACCTACTAA
CAACAA; hNeuroD1 R (probe 30) GTCCAGCTTGGAGGACCTT;
hNTN3 F (probe 56) GCCCTGTGTTAAGACCCCTA, hNTN3 RR
(probe 56) TGCAGTGCGAGTCACAGTC; hNTN1 F (probe 3) AAAA
GTACTGCAAGAAGGACTATGC; hNTN1 R (probe 3) CCCTGCTTA
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TACACGGAGATG; hHPRT F (probe 73) TGACCTTGATTTATTTTG
CATACC; hHPRT R (probe 73) CGAGCAAGACGTTCAGTCCT; hGUS
F (probe 57) CGCCCTGCCTATCTGTATTC; hGUS R (probe 57)
TCCCCACAGGGAGTGTGTAG.

Bio-layer interferometry

BLI experiments were performed using The OctetRED96 system. All
interactions were analyzed at 30°C with constant shaking at
1,000 rpm in PBS, 0.02% Tween-20, 0.1% BSA (binding buffer: BB).
To determine the affinity between hNetrin-1 or chNetrin-2 with the
extra-cellular domain (ECD) of hUNC5H1, rUNC5H2, hUNC5H3, and
hUNCSH4, netrin-1 or netrin-2-coated-HIS1K biosensors were incu-
bated with an increasing concentration series of ECDs (3.12 nM,
6.25nM, 12.5nM, 25nM, 50 nM, 100 nM) and binding was
observed for 5 min at 30°C. Biosensors were then incubated in BB for
a further 5 min to observe dissociation of the complex. To determine
the affinity between h-netrin-1 or ch-netrin-2 with the extra-cellular
domain (ECD) of mNeogenin and mDCC, ECDs-coated-AHC biosen-
sors were incubated with a concentration series of hNetrin-1 or chNe-
trin-2 (3.12 nM, 6.25 nM, 12.5 nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM). In this
assay, 1 pg/ml Dextran 5,000 was added to BB to prevent non-specific
binding of the netrins to the biosensors. Association and dissociation
were monitored as described above. To determine the affinity of the
human anti-netrin NP137 antibody for h-netrin-1 and ch-netrin2,
Netrin-1 or Netrin-2-coated-HIS1K biosensors were incubated with an
increasing concentration series of NP137 (1 nM, 2 nM, 5 nM, 10 nM,
20 nM, 50 nM, 100 nM) and association was observed for 5 min at
30°C. Biosensors were then incubated in BB for a further 5 min to
observe dissociation of the complex. To determine the ability of the
anti-netrin antibody to antagonize the binding of h-netrin-1 and ch-
netrin-2 with UNC5H2, the ECD of UNC5H2 was captured on AHC
biosensors, incubated with 25 nM of netrin-1 or netrin-2L in presence
of various concentrations of either the murine anti-netrin antibody or
an isotype control (64 pM, 320 pM, 1.6 nM, 8 nM, 40 nM). The asso-
ciation was observed for 5 min at 30°C to evaluate kon. Binding kinet-
ics were evaluated with ForteBio Octet RED Evaluation software 6.1
using a 1:1 binding model to derive kon, koff, and KD values.

Western blot

Cells were harvested and lysed in SDS buffer (5% SDS, 10% Glyc-
erol, 10 mM Tris-HCI pH 7.6, 1% Triton X-100, 0.1 M DTT) and
then sonicated using a Branson Digital sonifier 450 for 20 pulses
(50% amplitude, pulse on 0.2 s, pulse off 1.0 s). Protein concentra-
tion was measured with the 660 nm Protein assay kit (Pierce
Biotechnology, Rockford, IL, USA) using bovine serum albumin
(BSA) as a standard curve according to manufacturer’s instructions.
Protein extracts (20-50 mg per lane) were loaded onto 4%-15%
SDS-polyacrylamide gels (Bio-Rad) and transferred onto nitrocellu-
lose membranes using Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad).
Membranes were blocked with 5% skimmed milk in PBS/0.1%
Tween-20 (PBS-T) for 1 h and then incubated overnight with
primary antibody: 1:1,000 dilution for anti-netrin-1 (Abcam, anti-
NTN1 ab126729), 1:500 dilution for anti-netrin-3 Abcam (anti-NTN3
ab185200),

After three washes with PBS-T, membranes were incubated with
the appropriate HRP-conjugated secondary (1:5000 dilution)
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antibody for 1 h at room temperature. Detection was performed
using West Dura Chemiluminescence System (Pierce). Membranes
were imaged on the ChemiDoc Touch Imaging System (Bio-Rad).

Human histopathology

For histological examination, tissue samples were fixed in 10%
buffered formalin and embedded in paraffin (FFPE) (see Supplemen-
tary Materials section). 4-pm-thick FFPE tissue sections were
prepared according to conventional procedures. Sections were then
stained with hematoxylin/eosin and examined under a light micro-
scope. mRNA ISH was performed using the RNAscope 2.5 VS
Reagent kit—BROWN with a custom designed netrin-3 probe
(Advanced Cell Diagnostic, Hayward, CA) according to the manu-
facturer’s guidelines. The RNAscope procedure was performed using
the Discovery XT autostainer with mRNA amplification, pretreat-
ment & DAB PTO kit (Roche, Meylan, France). Tissue control was
assessed by performing RNAscope analysis of common housekeep-
ing genes PPIB and DAPB, as a negative control. Finally, sections
were scanned with panoramic scan II (3DHistech, Budapest,
Hungary) at 40x and Z-stacked (3 sections at 0.6 um intervals).

10-pum-thick cryosections were obtained from tissues and stored
at —80°C. Frozen tissue slides were immersed in 4% formalin for
1 h and then rinsed in PBS. Tissues were dehydrated in increasing
percentages of alcohol and air-dried.

The mRNA ISH was performed using the RNAscope 2.5 VS
reagent kit brown with custom designed netrin-3 probes (Advanced
Cell Diagnostic, Hayward, CA) according to the manufacturer’s
instructions. The RNAscope procedure was performed in the Discov-
ery XT autostainer with mRNA amplification, pretreatment and DAB
PTO kit (Roche, Meylan, France), without steps of deparaffinization
and HIER. Tissue control was assessed by performing RNAscope
analysis of a common housekeeping gene PPiB. Finally, sections
were scanned with panoramic scan II (3DHistech, Budapest,
Hungary) at 40x and Zstack (3 levels spaced of 0.6 pm).

ChIP-seq analysis

NeuroD1 ChIP-seq peaks in NCI-H524 and NCI-H82 cells, ASCL1
ChIP-seq peaks in H2107, NCI-H889, and NCI-H128 cells, and the
corresponding input controls for NCI-H524 and NCI-H889 cells,
were downloaded from NCBI GEO dataset GSE69398 (PMID:
27452466) and GSM1700637; GSM894066; GSM894072;
GSM894100; GSM89409; GSM1700641; GSM1526706; GSM1526702
and analyzed using IGV software. NeuroD1 and ASCL1 ChIP-seq
data were downloaded from NCBI GEO dataset GSE69398 (PMID:
27452466). All H3K27ac datasets were downloaded from
GSE115123 (PMID: 29945888). Data were analyzed using IGV
software.

All neuroblastoma ChIP-seq tracks were downloaded from NCBI
GEO dataset GSE138315 (bioRxiv 829754; https://doi.org/10.1101/
829754), GSM2113521, GSM2127461, GSM1680108. Data analyzed
using IGV software.

Cell death and proliferation assays

Apoptosis was monitored by measuring caspase-3 activity as
described previously [18] using Caspase 3/CPP32 Fluorometric
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The paper explained

Problem

Small cell lung cancer (SCLC) is the deadliest histological subtype of
lung cancers, associated with high rates of metastatic disease at diag-
nosis. Some drugs including immunotherapy have recently been
tested in the clinic for this indication but have failed to provide bene-
fits for a majority of patients.

Results

The tumoral expression of netrin-3 is restricted to SCLC and neurob-
lastoma (NB). Surprisingly, netrin-1 and netrin-3 have mutually exclu-
sive expressions. Netrin-3 is correlated with patient overall survival
and poor prognosis in human NB, which is associated with the MYCN
oncogene amplification. Expression of netrin-3 in SCLC is proposed to
be at least in part controlled by the ASCL-1 and NeuroD1 transcrip-
tion factors. In addition, systemic administration of the NP137 mono-
clonal antibody, originally designed against netrin-1, decreases tumor
growth in animal models.

Impact

Netrin-3 was targeted by the anti-netrin-1 antibody, which is
already used in the clinic, and could thus represent new therapeutic
opportunities.

Assay Kit (Gentaur Biovision, Brussel, Belgium) 24 h after transfec-
tion with siRNAs.

For proliferation assays, 10° cells were seeded onto a 96-well
plate. After 24 h, 20 ul of CellTiter9%6®AQueous One Solution
Reagent was added to each well containing 100 pl of culture
medium. The plate was then incubated at 37°C for 2 h in a humidi-
fied, 5% CO, atmosphere. Absorbance at 490 nm was recorded
using a TECAN-infinite m1000.

CAM, mouse experiments, and pathology

The chorioallantoic membrane (CAM) of chicken embryos is a well-
described model to study tumor progression (Stupack et al, 2006;
Berthenet et al, 2020). The fertilized eggs were obtained from a
producer (EARL Les Bruyeres, Dangers, France). They were kept in
specific incubators. IGR-N91 and IMR32 cells (15 and 10 million)
were xenografted on the CAM of ten-day-old chick embryos with
Matrigel (100 pl/tumor) at day 10. Seventeen-day-old chick
embryos were then analyzed for primary tumor size as previously
described (Gibert et al, 2014).

For the engraftment experiments, mice were implanted with
either NCI-H82 or NCI-H69 SCLC cells; control or CRISPR-netrin-3
#1, #2, #3, by subcutaneous injection of 10° cells in 100 ul of PBS
(and 100 pl of Matrigel) into the right flank of mice. Tumor volume
was calculated with the formula V = (length*width2)/2. A positive
tumor catch is declared when the tumor reaches 50 mm?® for NCI-
H82 and 20 mm? for NCI-H69.

Mice were implanted with either NCI-H82 or NCI-H69 SCLC cells
and NCI-H2286 mix cell line, by subcutaneous injection of 10° cells
in 100 ul of PBS into the right flank. Mice were treated with either
PBS, NP001 (isotype control human IgG1) or NP137 (anti-Netrin-1/
3, human IgG1) by i.v. injection at 10 mg/kg twice a week during
3 weeks, once tumors were established at a volume close to 100
mm? after external quantification using calipers. Tumor volume was
calculated with the formula V = (length*widthz)/z. At the end of
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the treatment, tumors were harvested and embedded in paraffin,
then sectioned into 10-pm slices. Tumor histology was studied after
hematoxylin-Phloxine B-saffron, Ki67, cleaved caspase-3, and
cleaved PARP staining’s of tumor slides at the Pathology-Research
Platform (Lyon-France).

Statistical analyses

Quantitative reverse-transcriptase PCR (qRT-PCR) and RNA-
sequencing data analyses were performed using the GraphPad Prism
(San Diego, California) and R software (free software foundation,
University of Auckland, New Zealand) to generate heat maps.
Unpaired Student’s t-test with Welch correction was used to
compare the different groups. Cohorts were separated based on
median netrin-3 expression. Survival curves were produced accord-
ing to the Kaplan—Meier method on the GraphPad software. Data
were analyzed with a Mantel-Cox test. n defines the total replicates.
All statistical tests were two-sided.

Data availability
This study includes no data deposited in external repositories.
Expanded View for this article is available online.
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La dormance cellulaire constitue un défi majeur dans la recherche oncologique actuelle,
nécessitant le développement de stratégies innovantes pour détecter et cibler les cellules
cancéreuses en quiescence, souvent responsables des rechutes aprés un traitement
anticancéreux initialement efficace. La détection clinique de la maladie dormante ou résiduelle
reste particulierement difficile, notamment dans les cas de métastases (Massagué & Ganesh,
2021). Cette difficulté a conduit a une intensification des recherches sur les cellules cancéreuses
disséminées. La dormance cellulaire a été observée dans des cellules tumorales issues de divers
sites primaires, tels que le sein, la prostate et le mélanome (Phan & Croucher, 2020; Sosa et al.,
2014). Ces cellules disséminées se localisent fréquemment dans des niches spécifiques, comme
les espaces périvasculaires ou la moelle osseuse. Elles adoptent un métabolisme catabolique et
suspendent leur cycle cellulaire tout en conservant leur viabilité. Leur biologie est également
caractérisée par des propriétés de cellules souches et des signes de transition épithélio-
mésenchymateuse, ce qui leur permet de survivre lors de la dissémination et de demeurer
inactives dans des tissus distants. Dans certains foyers tumoraux, cet état de dormance est
associ¢ a une diminution de la signalisation Ras-MAPK et une augmentation de I’activité de
p38 (Sosa et al., 2014; Yeh & Ramaswamy, 2015). Pour concevoir des traitements ciblés contre
les cellules dormantes, il est essentiel de mener une recherche approfondie sur les vulnérabilités
spécifiques a cet état. A cet égard, le cancer ovarien séreux de haut grade, le sous-type le plus
agressif de cancer de I’ovaire, se propage dans 1’ascite — une accumulation anormale de liquide
dans la cavité péritonéale — sous forme d’agrégats cellulaires en état de dormance (Correa et
al., 2012). L’état non-prolifératif des cellules sphéroides confére une chimiorésistance et

contribue a la récurrence de la maladie, soulignant ainsi I’importance de comprendre leur



biologie. Ce phénomene a été reproduit in vitro (Lengyel et al., 2014), avec des études montrant
que P’activation des mécanismes de blocage du cycle cellulaire via DYRKI1A, I’induction de
I’autophagie, ainsi que 1’augmentation de 1’expression des protéines STAT3 et FAK jouent un
role crucial. Ces résultats suggerent que les sphéroides HGSOC constituent un mod¢le pertinent

pour explorer les dépendances spécifiques a la survie des cellules dormantes.

Dans cette étude, nous avons utilisé un systéme de culture en suspension pour examiner les
mécanismes de survie en dormance a 1’aide de sphéroides HGSOC. Afin d’optimiser
I’identification des pertes de génes affectant la viabilité des cellules en état de dormance, nous
avons développé une méthode innovante de criblage CRISPR a I’échelle du génome, appelée
« GO-CRISPR ». Ce criblage a révélé que plusieurs récepteurs a la Nétrine-1, notamment DCC
et les récepteurs de la famille UNCS, ainsi que des éléments de la voie de signalisation MAPK,
jouent un role crucial dans la survie des cellules HGSOC en état de dormance. Une analyse
transcriptionnelle des cellules sphéroides a également montré un enrichissement des
composants de la signalisation des Nétrines par rapport aux cellules adhérentes. De plus,
I’absence de la kinase de survie DYRKIA entrailne une perte des augmentations
transcriptionnelles des Nétrines. Nous avons démontré que les Nétrines-1 et -3, les récepteurs
UNCS, ainsi que la voie MEK-ERK sont essentiels a la survie des cellules en dormance. 11 est
important de souligner que 1’activation de ERK par les Nétrines-1 et -3 est spécifique aux
cultures sphéroides et n’induit pas la prolifération, ce qui concorde avec leur rdle dans le
maintien de la survie en état de dormance. Nous avons inhibé¢ la signalisation des Nétrines-1 et
-3 en supprimant les récepteurs UNCS5 et montré que la perte de cette voie compromet la survie
des cellules HGSOC, particuliérement aux stades de dormance lors de la dissémination. Par
ailleurs, la surexpression des Nétrines-1 et -3 dans des modéles murins de xénogreffes a conduit
a une dissémination accrue de la maladie. Cette étude souligne I’importance cruciale de la
signalisation Nétrine-ERK pour la survie des sphéroides et suggere qu’elle pourrait constituer

une cible thérapeutique prometteuse pour éliminer les cellules HGSOC dormantes.

En conclusion, cette nouvelle étude montre que :
-L’expression des ligands Nétrine-1 et Nétrine-3, ainsi que celle de leurs récepteurs, est
accrue dans les sphéroides de HGSOC.
-La signalisation des Nétrines-1 et -3 active la voie ERK, favorisant ainsi la survie des

sphéroides de HGSOC.



-La surexpression des Nétrines-1 et -3 est associée a un pronostic défavorable et induit

la dissémination métastatique du HGSOC.

Ma contribution a cet article comprend le développement et la préparation d’un nouvel

anticorps anti-Nétrine-3, utilisé dans les expériences in vitro décrites dans ce manuscrit.
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Abstract

Dormancy in cancer is a clinical state in which residual disease remains undetectable for a
prolonged duration. At a cellular level, rare cancer cells cease proliferation and survive
chemotherapy and disseminate disease. We created a suspension culture model of high grade
serous ovarian cancer (HGSOC) dormancy and devised a novel CRISPR screening approach to
identify survival genes in this context. In combination with RNA-seq, we discovered the
Netrin signaling pathway as critical to dormant HGSOC cell survival. We demonstrate that
Netrin-1, -3, and its receptors are essential for low level ERK activation to promote survival,
and that Netrin activation of ERK is unable to induce proliferation. Deletion of all UNC5
family receptors blocks Netrin signaling in HGSOC cells and compromises viability during the
dormancy step of dissemination in xenograft assays. Furthermore, we demonstrate that
Netrin-1 and -3 overexpression in HGSOC correlates with poor outcome. Specifically, our
experiments reveal that Netrin overexpression elevates cell survival in dormant culture
conditions and contributes to greater spread of disease in a xenograft model of abdominal
dissemination. This study highlights Netrin signaling as a key mediator HGSOC cancer cell
dormancy and metastasis.
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The authors further corroborated their model that Netrin signaling promotes survival
and dissemination of non-proliferating ovarian cancer cells. These valuable results
were found to be of significant potential interest to cancer biologists in as much as
they address gaps in knowledge pertinent to the mechanisms underpinning ovarian
cancer spread. In general, it was thought that solid experimental evidence was
provided to support the role of Netrin signaling in fueling ovarian cancer
progression.

https://doi.org/10.7554/eLife.91766.2.sa1

Introduction

Relapse from initially effective cancer treatment represents one of the greatest barriers to

search for, and study of, disseminated cancer cells. Cellular dormancy has been characterized in
cancer cells derived from a variety of primary disease sites including breast, prostate, melanoma,
and others (32, 4®). Disseminated cells often occupy specific cellular niches in perivascular

for dormant cells, a systematic search for vulnerabilities unique to dormancy is needed. To this
end, high grade serous ovarian cancer (HGSOC) disseminates in ascites as growth arrested cellular
aggregates (7(2). This has been modeled in culture (8 @), and studies confirm active induction of

survival dependencies specific to dormant cells.

High grade serous ovarian cancer (HGSOC) is the deadliest gynecologic malignancy, accounting for
more than 70% of cases (14 %). Its poor prognosis is largely attributed to late-stage diagnosis with
metastases already present. Metastatic spread is facilitated by multicellular clusters of tumor cells,
called spheroids, that are shed into the peritoneal cavity and disseminate to nearby organs (15 (2).
The non-proliferative state of spheroid cells renders them chemoresistant and contributes to
disease recurrence, emphasizing the need to understand the biology of these cells (16 (2 ). Dormant

HGSOC cells are characterized by similar metabolic changes, EMT, and cytokine signaling as
dormant cancer cells from other disease sites (3, 13 ). Mechanisms that mediate their dormant

Unfortunately, therapeutic approaches to target these pathways in ovarian cancer have yet to
emerge, indicating that more candidates are needed.

Netrins are a family of secreted factors that reside in the extracellular matrix and were first
identified in axon guidance in the developing nervous system (212, 22 @). Together with their

3). Netrin interactions
with DCC and UNC5 homologs (UNC5H, UNC5A-D) convert pro-death signals by these dependence

Pirunthan Perampalam et al., 2024 eLife. https://doi.org/10.7554/eLife.91766.2 2 of 39
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while loss of ligand binding leads DCC or UNC5H to stimulate dephosphorylation of DAPK1 that
sends pro-death signals (29 2, 30 2). The gene encoding DCC is frequently deleted in cancer

dormancy, or other aspects of HGSOC spheroid biology have yet to be reported.

In this study we utilized a suspension culture system to interrogate survival mechanisms in
dormancy using HGSOC spheroids. To maximize discovery of gene loss events that compromise
viability in dormancy, we devised a novel genome-wide CRISPR screen approach that we term ‘GO-
CRISPR’. In addition to the standard CRISPR workflow, GO-CRISPR utilizes a parallel screen in
which ‘guide-only’ cells lacking Cas9 are used to control for stochastic changes in gRNA abundance
in non-proliferative cells. This screen identified multiple Netrin ligands, DCC, UNC5Hs, and
downstream MAPK signaling components as supporting survival of HGSOC cells in dormant
culture conditions. A transcriptomic analysis of HGSOC spheroids also revealed Netrin signaling
components were enriched in HGSOC spheroids compared to adherent cells, and that in the
absence of the DYRK1A survival kinase Netrin transcriptional increases were lost. We show that
multiple Netrins, UNC5 receptors, and the downstream MEK-ERK axis is crucial for survival
signaling in dormant cell culture. Importantly, Netrin activation of ERK is restricted to spheroid
cultures and is unable to stimulate proliferation, consistent with its role in dormant survival. We
blocked Netrin signaling by deleting UNC5 receptors and using xenograft approaches
demonstrated that loss of Netrin signaling compromises survival of HGSOC cells, specifically in the
dormant stage of dissemination. Furthermore, we show that overexpression of Netrin-1 and -3 are
associated with poor prognosis in HGSOC and their overexpression in culture increases survival in
suspension culture. Netrin overexpression in xenografts contributes to increased disease
dissemination in a model of metastasis. Our study highlights Netrin-ERK signaling as a
requirement for spheroid survival and suggests it may be a potential therapeutic target for
eradicating dormant HGSOC cells.

Results

Axon guidance genes are essential
factors for HGSOC spheroid viability

To dissect genetic dependencies of dormant ovarian cancer cells, we utilized a suspension culture
system that encourages cellular aggregation, leading to non-proliferative spheroids that resemble
dormant aggregates found in ovarian cancer patient ascites (72, 10%, 132, 33(®). Fig. 1AC2
illustrates withdrawal from cellular proliferation by HGSOC cells in suspension as evidenced by
reduced expression of Ki67 and increased expression of the quiescence marker p130 (34(2).
Furthermore, phospho-western blots for ERK demonstrate reduced but not absent
phosphorylation, and phospho-p38 either remains consistent or is increased. Reduced phospho-
ERK and elevated phospho-p38 are indicative of the characteristic signaling switch reported to
among the three HGSOC cell lines; iOvCa147, OVCARS, TOV1946 selected for use in our screen. To
discover genes required for survival in spheroids, we utilized a new approach called GO-CRISPR
(Guide Only CRISPR) that we developed specifically for survival gene discovery in three-
dimensional spheroid cell culture conditions (Fig. 1B (). GO-CRISPR incorporates sgRNA
abundances from non-Cas9-expressing cells to control for stochastic (non-Cas9 dependent) effects
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that are a challenge in three-dimensional culture conditions with slow or arrested proliferation
(35). We used sequencing to determine sgRNA identity and abundance in the library, initially
infected cells, and in cells following 48 hours of suspension culture (Fig. 1B(). Read count data
was analyzed using a software package that we developed to analyze GO-CRISPR data
(summarized in Fig. 1@ - Fig. Sup. 1A&B(%). We selected genes that had a Spheroid/Adherent
Enrichment Ratio (ER) less than 1 (P<0.05) because some genes become depleted in adherent
growth before being transferred to suspension culture conditions and this ratio selects for genes
with a stronger effect in suspension when cells are not proliferating (Fig. 1B (). To assess
reliability of screen data, we investigated the classification of non-targeting control sgRNAs. We
computed a receiver operator characteristic curve (ROC) and determined the area under the curve
for each cell line (Fig. 1 - Fig. Sup. 1C(2). Greater than 95% of sgRNAs in iOVCA147 and OVCAR8
screens were classified as non-essential, while 83% of sgRNAs in TOV1946 cells were non-essential.
In addition, we compared GO-CRISPR screen ER values with viability data from siRNA knock down
for 35 individual genes we have previously studied in spheroid survival assays in OVCARS and
iOVCA147 cells (Fig. 1 - Fig. Sup. 1D (3)(10%). This revealed a statistically significant
correlation between the two sets of data, suggesting that genes we previously knew supported
spheroid viability (or were dispensable) were classified similarly by our screen. These controls

suggested our screen data was reliable for identifying new survival dependencies.

We found 6,717 genes with an ER below 1 in iOvCa147 cells; and 7,637 genes in TOV1946; and 7,640
genes in OVCARS cells. Among these genes; 1,382 were common to all three cell lines (Fig. 1D®).
We performed pathway enrichment analysis on these common genes and identified several
significantly enriched pathways. These include primary and secondary Reactome gene sets such as
signal transduction, metabolism, and signaling by GPCR (Fig. 1EC). In addition, we identified a
tertiary category called ‘axon guidance,” that includes numerous components of the Netrin
signaling pathway that scored highly.

Expression of Netrin ligands and receptors
are enriched in HGSOC spheroids

DYRK1A was previously discovered to support survival of ovarian cancer cells in suspension

we sought to determine if it regulates gene expression in spheroid survival. We created DYRK1A™
iOvCa147 cells and confirmed their deficiency for survival in suspension (Fig. 2% - Fig. Sup. 1A-
E®@). Using iOvCal47 and DYRK1A” derivatives, we performed RNA-seq on adherent and spheroid
cells. We collected spheroids following a 6-hour incubation in suspension because overexpression
of known cell cycle transcriptional targets due to DYRK1A loss were first evident at this time point,
but loss of viability due to DYRK1A deficiency had not yet occurred (10 (%). We compared iOvCa147
adherent cells to 6-hour suspension culture to identify transcriptional changes that occur as these
cells transitioned from adherent conditions to suspension conditions (Fig. 2A ). We identified
1,834 genes that were upregulated, and pathway enrichment analysis identified many of the same
categories as our CRISPR screen including axon guidance (Fig. 2B (). We then compared iOvCa147
spheroid cells to DYRK1A” spheroid cells to identify mRNA expression changes that were lost
through DYRK1A deficiency (Fig. 2C ). We identified 744 genes that were downregulated and
these also belonged to many of the same pathways, including axon guidance (Fig. 2D @).

We compared enriched pathways from these two RNA-seq analyses with those that were identified
in our GO-CRISPR screens to identify gene expression programs in spheroids whose products are
essential for cell survival. 78 Reactome pathways were commonly enriched across the GO-CRISPR
screens and transcriptomic analyses, including 78 of the 83 pathways identified in RNA-seq from
DYRK1A” spheroid cells (Fig. 2E3). The axon guidance pathway was one of the most enriched
among these common pathways (Fig. 2F 2). These data reveal that our GO-CRISPR screen and
transcriptomic analyses converge on this highly specific tertiary Reactome category of axon
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Figure 1.

GO-CRISPR screens implicate axon guidance
pathways as supporting HGSOC spheroid cell viability.

A) iOvCa147, TOV1946, or OVCARS cells were cultured under adherent conditions (Adh) or in suspension to induce spheroid
formation (Sph). Lysates were prepared and analyzed by western blotting for the proliferation marker Ki67 and the
quiescence marker p130, and phosphorylated and total levels of ERK and p38. Tubulin was blotted as a loading control. B)
Flow chart of GO-CRISPR screening used for each of iOvCa147, TOV1946, or OVCARS control cells and derivatives of each that
express Cas9. Cas9-positive cells (top row) and Cas9-negative cells (bottom row) were transduced with the GeCKO v2 pooled
sgRNA library. After antibiotic selection, cells were expanded under adherent culture conditions (0 hours) before being
transferred to suspension culture conditions to induce spheroid formation and select for cell survival. After 48 hours
spheroids were transferred to standard plasticware to isolate viable cells. Red arrows indicate the relevant comparisons of
sgRNA sequence abundance that were made to analyze screen outcomes. Genes with relatively greater effect on viability in
suspension were selected by comparing their scores between adherent and suspension conditions and considering genes
with an enrichment ratio (ER) of <1. C) Scatter plots representing the spheroid score on y-axis and adherent score on the x-
axis calculated by TRACS for each gene in each cell line (iOvCa147, TOV1946, OVCAR8). Colored data points represent genes
with ER <1 and p,g; < 0.05 (paired t-test). D) Venn diagram illustrating overlap of genes identified as supporting cell viability
in suspension culture from iOvCa147, TOV1946, and OVCARS cells. E) Graph depicting enriched pathways from
ConsensusPathDB using the 1382 commonly identified genes from D. Categories are ranked by g-value. Tiers of Reactome

categories are indicated by shading.
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Figure 2.

Axon guidance pathway components are upregulated in
iOvCa147 spheroid cells in a DYRK1A dependent manner.

A) RNA was isolated from iOvCa147 cells following culture under adherent conditions or in suspension conditions to induce
spheroid formation for 6 hours. Triplicate independent cultures were processed for RNA-seq. A volcano plot shows
differentially expressed genes in spheroid cells compared to adherent. 1,937 genes were found to be downregulated in
iOvCa147 spheroid cells (log; fold change < 1, p,q; < 0.05 (Wald test), FDR 10%, highlighted in grey) and 1,834 genes were
upregulated (log, fold change > 1, Pagj < 0.05, FDR 10%, highlighted in blue). B) Top 15 most significantly enriched pathways
(padj < 0.05) whose genes were upregulated in suspension culture compared to adherent in RNA-seq analysis. A volcano plot
showing differentially expressed genes in DYRK1A™" spheroid cells compared to iOvCa147 spheroid cells. 744 genes were
found to be downregulated in DYRKTA”" spheroid cells (log, fold change < 1, Pagj < 0.05 (Wald test), FDR 10%, highlighted in
red) and 96 genes were upregulated (log; fold change > 1, p,q; < 0.05 (Wald test), FDR 10%, highlighted in grey). C) Top 15
most significantly enriched pathways that were represented by downregulated genes in DYRK1A™- suspension culture
compared to control cells in suspension. E) Venn diagram depicting overlapping enriched pathways identified in GO-CRISPR
screens in green; enriched pathways identified in upregulated genes in parental iOvCa147 spheroid cells in blue; and
enriched pathways identified in downregulated genes in DYRK1A” spheroid cells in red. 78 pathways were commonly
enriched in all three datasets (shown in yellow). F) Top 10 most significantly enriched pathways among the 78 identified in C.
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guidance alongside much broader primary or secondary gene sets. This category includes Netrin
ligands, receptors, and downstream signaling components, suggesting a previously unappreciated
role in HGSOC spheroid viability.

We separately sought to confirm elevated expression of Netrins and some of their signaling
components in HGSOC spheroid cell culture. We examined expression levels of ligands and
receptors in the three cell lines used in our GO-CRISPR screen using RT-qPCR (Fig. 3A-C(2). The
precise identities of upregulated genes varies between cell lines, however each cell line increases
expression of some Netrins, at least one UNC5, and at least one of DCC, DSCAM, and Neogenin. This
suggests that the Netrin pathway components are expressed in HGSOC cells may play a previously
unappreciated role in dormancy and disease progression.

Since Netrin signaling has not been previously associated with dormancy we examined expression
of Netrin-1 and -3 ligands in spheroids isolated directly from patient ascites by
immunohistochemistry. First, we assessed proliferative markers in HGSOC tumor tissue and
spheroids by staining for Ki67 and p130. As expected, solid HGSOC tumors display uniform Ki67
positivity and relative absence of p130 (Fig. 4A-B ). Conversely, serial sections of spheroids
demonstrated rare Ki67 nuclear staining and abundant and uniform p130 staining. This indicates
that cells in these patient derived spheroids are quiescent (Fig. 4C-E%). To investigate the
presence of Netrins, we initially tested Netrin-1 and -3 antibody specificity using spheroids
generated from OVCARS cells bearing knock out or over expression of Netrins (Fig. 4 - Fig. Sup.
1A-F@). Dormant patient derived spheroids were stained for Netrins and epithelial markers
Cytokeratin and EpCAM. Since HGSOC is characterized by point mutations in p53 and its
accumulation in the nucleus, sections were also stained for p53 to confirm cancer cell identity
within these spheroids by high level nuclear staining (Fig. 4F-H). Overall, this confirms Netrin
expression occurs in dormant HGSOC patient spheroids, precisely the context our screen indicates
that they are critical for cell survival.

Netrin signaling stimulates ERK to
support HGSOC spheroid survival

Netrin ligands and their dependence receptors are best known for their roles in axon guidance
(37 @), but are appreciated to regulate apoptosis in cancer (23 2). Fig. 5A% illustrates
components of Netrin signaling and the frequency with which they were discovered to have an ER
of <1 in our screens. In addition, intracellular signaling molecules known to be downstream of
Netrin receptors that are shared with other enriched pathways identified in our screens, are also
illustrated. To confirm screen findings, we independently knocked out NTN1, NTN3, NTN4, NTNS5,
the UNC5H receptor homologs (UNC5A, UNC5B, UNC5C, and UNC5D), as well as DCC, DSCAM, and
NEO1 alone or in multigene combinations using lentiviral delivery of sgRNAs and Cas9 (Fig. 5 -
Fig. Sup. 1A-C(2). We assessed the effect of their loss on spheroid survival in six HGSOC cell lines
(i0vCa147, TOV1946, OVCAR3, OVCAR4, OVCARS, and COV318). Loss of at least one Netrin ligand
resulted in reduced spheroid cell survival in five of six cell lines (Fig. 5B (). Notably, Netrin-3 loss
showed the most pronounced effect on survival. Cell lines such as OVCAR8 and COV318 were
relatively resistant to the deletion of Netrin pathway components as individual UNC5, DCC, and
DSCAM genes rarely affected viability (Fig. 5B@). In these instances, combined deletions of UNC5
family members, or DCC;DSCAM;NEO1 (DDN for short) were either inviable or highly sensitive to
suspension culture induced cell death, suggesting redundancy in this pathway in some cell lines.
Other cell lines, such as OVCAR3, were highly sensitive to the loss of multiple individual ligands
and any individual UNC5H receptor was highly sensitizing to death induction in suspension (Fig.
5B ([@). Overall, these illustrate a robust role for Netrins in survival in this dormant cell culture
assay. Importantly, loss of receptor expression does not elevate viability as expected for a
dependence receptors, nor does it induce DAPK1 dephosphorylation (Fig. 5 - Fig. Sup. 1D @),
suggesting that Netrin receptors in HGSOC spheroids transmit positive survival signals.
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Figure 3.

Expression of Netrin ligands and their dependence receptors is increased in suspension culture.

A-C) RT-qPCR was performed to quantitate mRNA expression levels of Netrin ligands and receptors in three different HGSOC
cell lines. Relative expression of the indicated transcripts is shown for suspension culture conditions compared with adherent.
All experiments were performed in at least triplicate biological replicates. Means were compared with the same gene in
adherent culture using a one way anova (*P<0.05, ***+P<0,0001).
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Figure 4.

Netrins are expressed in dormant patient derived spheroids.

Spheroids were isolated from ascites of HGSOC patients and processed for immunohistochemical staining. A-B) Serial
sections from solid HGSOC tumors were stained with antibodies to p130, Ki67, or a no primary antibody control (NP). Scale
bar = 100um for upper panels and 2mm for lower panels. C-E) Serial spheroid sections from the indicated patients were

stained with Ki67 and p130. Sections with dense positive nuclear staining are indicated with white arrows. Scale bar = 100pm.
F-H). Immunohistochemical staining was performed for the indicated proteins on serial sections of ascites derived spheroids.

Omission of primary antibody was used a control for background staining for each patient sample (NP). Scale bar = 100pm
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Figure 5.

Netrin ligands and their receptors are required for spheroid cell survival.

A) Illustration of netrin ligands, receptors, and other intracellular signaling molecules that are included in the Axon Guidance
pathway category. The frequency of their identification in CRISPR screens is illustrated by shading and indicates how many
cell lines had an enrichment ratio <1 for a given component. B) The indicated ovarian cancer cell lines were infected with
lentiviruses expressing sgRNAs directed against the indicated Netrin signaling genes. Cells were transferred to suspension
culture conditions to induce spheroid formation for 72 hours and then returned to adherent conditions for 24 hours to
facilitate reattachment. Re-attached cells were stained with Crystal Violet and retained dye was extracted and quantitated to
measure relative survival. Each cell-gene combination was assayed in at least three biological replicates, averaged, and
viability is displayed as a bubble plot. Mean survival for a given cell-gene combination was compared with GFP control gRNA
transduced cells using one way anova and significance levels are illustrated by bubble size. Inviable cell-gene combinations
are depicted as empty spaces. C) Cultures of the indicated cell lines were cultured in suspension for five days and stimulated
with 0.5 pg/mL Netrin-1. Netrin-1 signaling was analyzed by SDS-PAGE and western blotting for phospho-ERK, ERK, and
tubulin. D) Quiescent adherent OVCARS cells were stimulated with 0.5 pg/mL Netrin-1 or 0.5 pg/mL EGF, and compared with
OVCARS cells in suspension stimulated as in C. Extracts were prepared and blotted for phospho-ERK, ERK, and tubulin. E)
Suspension cultures of OVCARS, or knock out derivatives, were harvested and analyzed for relative phosphorylation levels of
ERK by western blotting. Total ERK and tubulin blotting serve as expression and loading controls. F) Netrin-1 signaling in
OVCARS8, UNC5 4KO and DDN 3KO derivatives was tested by transferring cells to suspension and stimulating with Netrin-1 as
before. Western blotting for phospho-ERK, ERK were also as before. G) OVCARS cells were seeded in suspension culture and
treated with the MEK inhibitors PD184352, Trametinib or DMSO vehicle for 72 hours. Mean viability was determined by re-
attachment and compared by one way anova (****P<0.0001). H) OVCARS cells were cultured in suspension and treated with
Trametinib or DMSO vehicle as in G. Viability was determined by trypan blue dye exclusion and compared by one way anova
(**P<0.01). I) Extracts were prepared from Trametinib and control treated spheroid cells and blotted for phospho-ERK, ERK,
and tubulin. J) Model summarizing the roles of Netrin ligands, receptors, and downstream targets MEK and ERK in dormant
survival signaling.
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To determine if Netrin dependent signaling is active in HGSOC spheroids, we stimulated cells in
suspension with recombinant Netrin-1 (Fig. 5C ). Western blotting for phospho-ERK, as a
measure of activation, revealed stimulation of MEK-ERK signaling in each of the cell lines tested.
Because MAPK signaling is best known for its role in proliferation, we also tested Netrin-1
stimulation of quiescent, adherent cells and compared this with stimulation in spheroid culture.
Both conditions display similar, low levels of phospho-ERK, but Netrin-1 was only able to stimulate
ERK phosphorylation in suspension (Fig. 5D @). Importantly, stimulation of adherent cells with an
equivalent concentration of EGF induced pERK levels commonly seen in proliferating cells.
Collectively, the context and magnitude of pERK stimulation by Netrin-1 is inconsistent with
proliferative signaling, suggesting it may contribute to survival. This suggested that Netrin is a
candidate pathway to provide low level, but essential survival signals through the MAPK pathway
in dormant spheroids. We investigated the dependence of ERK phosphorylation on UNC5H and
DDN receptors and discovered that it is lower when receptors are deleted (Fig. 5E2).
Furthermore, Netrin-1 stimulation of suspension cultures of OVCARS cells, or derivatives deleted
for UNC5 family members or DDN receptors, indicated that Netrin receptors are essential to
activate ERK in suspension culture (Fig. 5F). To confirm that Netrin-MEK-ERK signaling
contributes to survival in suspension culture, we used two different MEK inhibitors, PD184352 and
Trametinib, to treat OVCARS suspension cultures and observed that it causes loss of cell viability in
suspension culture (Fig. 5G (2). Since we routinely use reattachment of spheroids to adherent
plastic as a test of viability, also tested viability using trypan blue dye exclusion to confirm that
Trametinib is truly killing cells in suspension and it revealed the same conclusion (Fig. 5SH(®). As
expected, treatment of cells in suspension with Trametinib lead to lower phospho-ERK levels (Fig.
51(%). The simplest explanation of this data is that Netrins signal through a heterodimer or multi-
receptor complex containing both an UNC5 and DDN component that provides low level
stimulation for MEK and ERK specifically in dormant culture conditions.

Netrin signaling is essential for dormant spheroid

survival during metastatic dissemination

To investigate the role of Netrin signaling in the context of residual disease and relapse, we
xenografted mice with control OVCARSL cells, or UNC5 4KO cells, by intraperitoneal injection (Fig.
6A ). Two weeks following injection, mice were euthanized, and spheroids were obtained by
washing the abdominal cavity with PBS. Importantly, at this early stage of engraftment, solid
tumor lesions were not yet observable, indicating that we are modeling minimal residual disease
where dormancy is most relevant. Extraction of RNA from control OVCARS cell spheroids
recovered at this time point indicates a reduction in expression of pro-proliferative genes
compared to the same cells prior to engraftment (Fig. 6B 2). Furthermore, comparison with RT-
gPCR measurements of these same markers in suspension culture induced OVCARS spheroids
indicates that spheroids from abdominal washes are equivalently withdrawn from the cell cycle
(Fig. 67, - Fig. Sup. 1 @). This suggests spheroids at this stage are dormant. Furthermore,
recovery of spheroids by replating on adherent plastic indicates that deletion of UNC5 receptors to
block Netrin signaling extensively reduces survival under these circumstances (Fig. 6C ). We also
quantitated cancer cells in these abdominal washes by qPCR using human Alu repeat detection to
count cells and this also demonstrates that cancer cell abundance is reduced in this dormant state
by loss of UNCS5 receptors. Further xenografts were performed to investigate the long term
consequences of reduced survival of UNC5 4KO cells in mice. This demonstrated that mice
engrafted with UNC5 4KO cells had a considerably longer survival than control OVCARS recipient
mice that received the same number of cells (Fig. 6E,F2). Collectively, this demonstrates that
inhibition of Netrin signaling compromises viability and eventual disease progression in a model
of dormancy and dissemination.

Pirunthan Perampalam et al., 2024 eLife. https://doi.org/10.7554/eLife.91766.2 11 of 39


https://doi.org/10.7554/eLife.91766.2

A B OVCARSL — OVCARSL — OVCARSL —

(? &£ mouse #1 mouse #2 mouse #3
©
go Oeeererereneenne ) = #5050 » otwa s s o 6 0= s s w55 .
IP injection of OVCARSL, s i iL
or -UNCS5 4KO cells < 41F 1=
! S I
= = -14
Euthanize after two weeks § 24 b
[~
! Q 24 *
N -+
Obtain spheroids from ¥ 3 2
bdominal wash = WIS & & ¢ &
abdominal washes @\b*\o & & o & & o QG\
£ ] L ] £
C C C
C D
OVCARSL 5
—_— - % o] 5- sk
\ X,
229 o g a4 .
: :
& 8 b > 31
D > = °
c
. . ™ K] _ (5] -
g E !
!$= 3 °
'UNC5 4K0 0o S Ve
& F &
QQV & & &
(&) \)e o oe
E F
@ 100
§ ]~ ovcarsL
IP injection of OVCARSL, or S i
-UNC5 4KO cells 3 50 UNGS 4K0
! 2 1 (n=8 for each)
[=
Q
Euthanize at humane endpoint § ] Logrank test
1 & P<0.0001
0 1 1 1 1
Survival comparisons 0 20 40 60 80

Days

Figure 6.

Loss of Netrin signaling reduces spheroids and prolongs survival.

A) Control OVCARSL (negative control CRISPR targeted cells) and UNC5 4KO cells were injected into the peritoneal space of
female NOD/SCID mice. After two weeks, animals were euthanized and engrafted cells were collected with abdominal
washes. B) RT-qPCR was used to compare gene expression of the indicated cell cycle markers in RNA extracted from
proliferating cells in culture before engraftment and compared with RNA obtained from spheroids in xenografted mice.
Technical replicates of RNA derived from three different mice is shown. C) Spheroids obtained from abdominal washes from
each mouse were plated in adherent conditions to compare their abundance between control and UNC5 4KO genotypes. One
example of each genotype of cell is shown. Crystal violet staining and dye extraction were used to quantitate biomass and
averages were compared by one way anova (n=6, *P<0.05). D) DNA was extracted from cells collected in abdominal washes
and human Alu repeats were detected by qPCR to quantitate and compare human cancer cells. Means were compared by one
way anova (n=6, **P<0.01). E) Control OVCAR8 and UNC5 4KO cells were xenografted as above and mice were monitored
until humane endpoint. F) Kaplan-Meier analysis of survival for mice engrafted with the indicated genotypes of cells. Survival
was compared by logrank test.
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Netrin overexpression is correlated with poor outcomes in HGSOC

the frequency of copy number variants per tumor, the locations of gains and losses are dissimilar
between cases, making this a highly heterogenous disease. Evaluation of TCGA genomic data for
HGSOC indicates rare amplifications or deletions of Netrin or Netrin-receptor genes (Fig. 72 - Fig.
Sup. 1A@). Because of redundancy of Netrins and their receptor families this data suggests
HGSOC cases with deficiency for Netrin signaling are rare. This is consistent with our data that all
six cell lines tested reveal evidence of Netrin component dependence for survival (Fig. 5B ®).
Some TCGA HGSOC cases display elevated gene expression for Netrins or their receptors, but only
rare cases display low expression (Fig. 7 - Fig. Sup. 1B ). This suggests that Netrin signaling in
HGSOC is retained despite high copy number variation in this cancer type and there is occasional
overexpression.

In agreement with our experimental data that multiple Netrin ligands can contribute to spheroid
survival in HGSOC (Fig. 5A&B ), sorting cases by high level expression of Netrin-1 and -3 ligands
reveals a significantly shorter overall survival compared to cases with low level expression and
this trend is also evident in the cases that only overexpress Netrin-3 (Fig. 7A ). This genomic data
supports the interpretation that Netrin signaling is retained in HGSOC and its elevation is
deleterious to patient outcome.

We investigated overexpression of Netrin-1 and -3 in spheroid survival by generating OVCARS8
derivatives that stably overexpress these proteins (Fig. 7B(Z ). We then utilized these cells in
suspension culture assays for spheroid survival as before (Fig. 7C 2). This data indicates that
overexpression of either Netrin-1 or -3 increases OVCARS cell survival in dormant spheroid
culture conditions. Examination of fixed spheroids isolated from this experiment further indicates
that elevated survival in this experiment is explained by an increase in abundance of individual
spheroids that overexpress either Netrin-1 or -3 (Fig. 7D @). These experiments reveal the
significance of a previously undiscovered role for Netrins in HGSOC. High level expression
correlates with poor outcome and in suspension culture, overexpression confers oncogenic
properties on HGSOC cells.

Netrin overexpression induces abdominal spread of HGSOC

Our findings from CRISPR screens and cell culture experiments indicate that Netrin signaling
supports dormant HGSOC cell survival. Our analysis of TCGA is also predictive of a worse outcome
for patients. We sought to solidify these findings by searching for how Netrin signaling affects
HGSOC disease pathogenesis.

We utilized a xenograft assay in which OVCARS cells overexpressing Netrin-1 or -3 were injected
into the peritoneal cavity and compared with OVCARS cells bearing an empty vector as control.
Mice were harvested following 35 days to analyze disease dissemination and characterize the
effect of Netrins in this model of HGSOC metastatic spread (Fig. 8A ). Necropsy of all animals at
endpoint allowed for the identification and quantitation of tumor nodules within the abdomen
(Fig. 8B([2). Petal plots illustrate the frequency of specific organ and tissue sites displaying tumor
nodules (Fig. 8B(%). This revealed that spread to the omentum was similar across all genotypes of
xenografted cells and it occurred in all mice (Fig. 8B (2). In contrast, tumor nodules were detected
with increased abundance on the diaphragm, the liver, and mesenteries that support the uterus
(mesometrium) (Fig. 8B@). In addition to more frequent disease spread to these locations caused
by Netrin overexpressing cells, we note that the quantity of nodules was also increase in
comparison with OVCARS control cells (Fig. 8C-F2). We confirmed the source of these lesions to
be the xenografted cells using immunohistochemical staining for human cytokeratin (Fig.

8G,H @). Lastly, Netrin-1 and -3 histochemical staining confirms its presence in the local tumor
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Figure 7.

Netrin ligand overexpression is associated with poor clinical outcome in HGSOC.

A) TCGA RNA-seq data for HGSOC patients (TCGA PanCancer Atlas study) was used to identify high Netrin-1 or -3 and low
Netrin-1 or -3 expressing patients (high expressing are above z-score 1.2). Overall survival was used to construct Kaplan-
Meier plots and survival was compared using a logrank test. B) OVCARS cells were stably transduced with lentiviral constructs
to overexpress epitope tagged Netrin-1 or -3. Western blotting for Netrins, Myc-tags, and Actin were used to determine
relative expression levels of both Netrins in these cell populations and vector controls. C) Control and Netrin overexpressing
cells were transferred to suspension culture conditions to form spheroids, and replated to assay for viability. Mean viability
and standard deviation is shown for each. One way anova was used to compare survival (* P<0.05, *** P<0.001). D)
Reattached spheroids were fixed and stained with Crystal Violet to examine size and abundance in control and Netrin-1 or -3
overexpression.
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microenvironment (Fig. 8G,H ). The similarity of increased tumor nodules seen in xenografts
and elevated spheroid formation and viability seen in culture suggests that Netrin signaling
improves cell viability in spheroid aggregates in vivo leading to increased disease spread.

Discussion

In this report we investigated survival mechanisms in a model of HGSOC dormancy. We utilized a
modified CRISPR screening approach that was adapted to discover gene loss events in largely non-
proliferative conditions. We compared essential genes discovered in the screen with gene
expression increases identified by RNA-seq in dormant HGSOC cultures. This implicated the Netrin
signaling pathway in HGSOC spheroid survival. We independently validated the role of Netrins,
their receptors, and downstream intracellular targets MEK and ERK in the survival biology of
HGSOC cells in dormant culture and in vivo in xenografts. Furthermore, we reveal that
overexpression of Netrin-1 and -3 are correlated with poor clinical outcome in HGSOC and over
expression of these ligands induces elevated survival in dormant HGSOC culture conditions and
increased disease spread in a xenograft model of dissemination. Our work implicates Netrins,
their receptors, and MEK-ERK as a previously unappreciated, but critical signaling network in
HGSOC survival.

HGSOC spheroid cell biology has presented a unique challenge to cancer chemotherapy. Dormant
spheroids are most abundant in patients with late-stage disease and they contribute to therapeutic
resistance and seed metastases (39 @41 ). Hence, there is a critical unmet need to understand
HGSOC spheroid dependencies and target them therapeutically. Our data suggests that Netrin
signaling is a universally active mechanism in spheroid cell survival. HGSOC is characterized by
extensive genomic rearrangements and copy number variants (38 @), and we speculate that
Netrin signaling is retained because of the extensive redundancy of components of this pathway.
Netrin-1 and -3 can both contribute to survival signaling and knock out of three or four different
Netrin receptors is necessary to compromise Netrin signaling in survival. A key goal for the future
is to identify Netrin-1 or -3 overexpression patients and compare their specific disease progression
patterns with our xenograft model. This will be most informative of the effects of Netrin ligand

overexpression in scenarios of dormancy, metastasis, and chemotherapy resistance.

This study demonstrates that Netrins function to stimulate UNC5H and fibronectin repeat
containing receptors such as DCC to activate survival signals in HGSOC spheroids. This is distinct
from the known role of UNC5H and DCC as dependence receptors where Netrin inhibits their pro-
apoptotic signaling (25 ). Our data does not show elevated survival of spheroid cells in response
to deletions of receptors, even in instances where families of Netrin receptors are co-deleted.
Consistent with this observation, over expression of Netrin-1 or -3 in OVCARS cells stimulates
higher level survival in suspension. In colon cancer, deletion of DCC confers a survival advantage

and underscores the dependence receptor concept (42 %, 43%). In HGSOC DCC or UNC5H

for positive survival signaling instead of to neutralize inherent death signals from dependence
receptors. Our data suggests that Netrin activates MEK and ERK to support cell survival indicating
that targeting ligands, receptors or downstream at MEK are all possible approaches to inhibit this
survival pathway. Netrin-1 inhibition in solid tumor xenograft models of melanoma have been
shown to be effective in combination with chemotherapy (44 (%), but its effects on a dormant
scenario are unknown. Identifying agents that cooperate with standard HGSOC chemotherapeutic
agents such as carboplatin would offer an attractive strategy to eradicate dormant cells while
combating progressive disease. Alternatively, a novel approach to targeting dormancy discovered
in this study is, ironically, MEK inhibition. While MAPK signaling in cancer is universally known

for its role in proliferation (45 ), and MEK inhibitors are used to block proliferation (46 (2, 47 (%),
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Figure 8.

Netrin overexpression causes increased dissemination of tumor nodules.

A) Netrin overexpressing and control OVCARS cells were injected into the intraperitoneal space of female NOD/SCID mice.
Mice were euthanized following 35 days and analyzed for disease burden by necropsy and histopathology. B) The spread of
cancer to the diaphragm, liver, omentum, and mesometrium was determined from necropsies and colors used in the
anatomical schematic correspond with petal plots for each genotype of cells. Petal plot radius illustrates frequency of mice
bearing disease spread to a particular location. The radius of color fill is proportional to the total number of animals with
tumor nodules found in that location. C) Photographs of necropsy findings in the mesometrium. Locations of ovaries (*),
oviduct (yellow arrow), and uterine horn (green arrow) are indicated in each case. Tumor nodules are indicated by white
arrows. D) The number of mesometrium associated tumor nodules was determined for each mouse. Mean values are
indicated and differences between genotype were determined by one way anova (* P<0.05, ** P<0.01). E) Photographs of
necropsy findings in the liver. Location of sternum is indicated (#) in each image. Tumor nodules are indicated by white
arrows. F) The number of liver associated tumor nodules was determined for each mouse. Mean values are indicated and
differences between genotype were determined by one way anova (** P<0.01, *** P<0.001). G and H) Histology of
mesometrial tumor nodules are shown. Serial sections were stained with H&E, or with the indicated antibodies for
immunohistochemistry. Ovaries are indicated (*), as are the oviduct (yellow arrow), the uterus (green arrow), and the tumor
nodule (white arrow). Scale bar = 2mm
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deploying MEK inhibitors as an anti-dormancy setting in HGSOC therapy is its incompatibility with
standard chemotherapies that rely on cell proliferation. Overall, our study aimed to identify
potential new therapeutic targets in dormancy and Netrins and MEK are potential new candidates
for dormant HGSOC disease.

Current literature offers little to connect Netrins with HGSOC beyond the observation that NTN1

signaling may play an unappreciated role in dormancy in other cancer disease site paradigms. As
stated in the introduction, dormancy is characterized by acquisition of stem like properties, EMT,
and in most paradigms it involves rare cells establishing themselves in perivascular or bone

marrow niches and Netrins have also been implicated in these processes (51 % -55%). Inhibition

of Netrin-1 with NP137 and treatment with decitabine has been shown to reduce lung seeding
suggesting that Netrins are relevant in a metastatic scenario that may include dormant

perivascular niche where dormant cells often reside. Lastly, Netrin-1 has been shown to be a
component of the bone marrow niche that suppresses hematopoietic stem cell proliferation
(512). While not a cancer dormancy scenario, it indicates that Netrins support some solitary
dormant cell properties and are expressed by resident cells in the appropriate dormant cell niches
beyond just HGSOC. For these reasons we expect Netrins will have a significant role in tumor

dormancy beyond ovarian cancer.

Methods

Cell Lines and Engineering Cas9+ cells

High-grade serous ovarian cancer (HGSOC) cell lines OVCAR3, OVCAR4, OVCARS, COV318, TOV1946
and iOvCa147 were used in this study. The iOvCa147 cells have previously been characterized and
reported (58 2). All cell lines were verified by STR analysis. iOvCa147, OVCARS, and TOV1946 cells
were engineered to express Cas9 using pLentiCas9-Blast and clones were isolated. High Cas9
editing efficiency was determined by viability studies using sgRNAs targeting selected fitness

genes (PSMD1, PSMD2, EIF3D) and a non-targeting control (LacZ) as previously described (59 (2).

Lentiviral sgRNA library preparation

HEK293T cells were transfected with the combined A and B components of the GeCKO v2 whole
genome library (123,411 sgRNAs in total) along with plasmids encoding lentiviral packaging
proteins (60 2 ). Media was collected 2-3 days later, cells and debris were pelleted by

centrifugation, and supernatant containing viral particles was filtered through a 0.45 pM filter and
stored at -80°C with 1.1 g/100 mL BSA.

GO-CRISPR screens in iOvCa147, OVCARS, and TOV1946 cells

Cas9-positive and Cas9-negative cells were separately transduced with lentiviruses at a
multiplicity of infection of 0.3 and with a predicted library coverage of >1000-fold. Cells were
selected in puromycin and maintained in complete media (DMEM/F12 with 10% FBS, 1% pen-
strep-glutamine), containing puromycin in all following steps. More than 10° cells were collected
and split into three groups consisting of approximately 3.0 x 108 cells. Triplicate samples of 6.2 x
107 cells were saved for sgRNA sequence quantitation (T). The remaining cells were seeded at 2.0
x 10 cells/mL in 20 x 10 cm ULA plates. Following 2 days of culture, media containing spheroids
was transferred to 10 x 15 cm adherent tissue culture plates. The next day unattached spheroid
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cells were collected and re-plated onto additional 15 cm plates. This process was repeated for a
total of 5 days to maximally capture viable cells. Attached cells were collected and pooled for DNA
extraction (Tg). Genomic DNA was extracted using the QIAmp DNA Blood Maxi Kit (Qiagen,
#51194). PCR amplification and barcoding performed as described (Hart paper, Cell, 2015) using
NEBNext Q5 Ultra mastermix (NEB, # M0O544). PCR products were extracted from agarose using a
Monarch DNA Gel Extraction Kit (NEB, # T1020), quantitated and next generation sequencing was
performed using an Illumina NextSeq 75 cycle High Output kit on an Illumina NextSeq platform.

TRACS analysis

The library reference file containing a list of all SgRNAs and their sequences (CSV file), raw reads
for the pooled sgRNA library (FASTQ files (L0) and raw reads (FASTQ files) for all T and Ty
timepoints and replicates for Cas9-positive and Cas9-negative cells were loaded into TRACS (https://
github.com/developerpiru/TRACS 5)(61 (3). TRACS then automatically trimmed the reads using
Cutadapt (v1.15), built a Bowtie2 (v2.3.4.1) index and aligned the reads using Samtools (v1.7).
TRACS used the MAGeCK read count function (v0.5.6) to generate read counts and incremented all
reads by 1 to prevent zero counts and division-by-zero errors. The TRACS algorithm was then run
using this read count file to determine the Library Enrichment Score (ES), Initial ES, Final ES and
the Enrichment Ratio (ER) for each gene. VisualizeTRACS was used to generate graphs of Initial

and Final ratios.

Pathway enrichment analyses

For GO-CRISPR screens and multi-omics comparisons, we used the filtered list of genes obtained
using TRACS and performed gene ontology and pathway enrichment analysis using the
ConsensusPathDB enrichment analysis test (Release 34 (15.01.2019), http://cpdb.molgen.mpg.de/2)
for top-ranked genes of interest. p,q; values and ER values for each gene were used as inputs. The
minimum required genes for enrichment was set to 45 and the FDR-corrected p,q; value cutoff
was set to < 0.01. The Reactome pathway dataset was used as the reference. For each identified
pathway, ConsensusPathDB provides the number of enriched genes and a q value (pad]-) for the
enrichment. Bar plots were generated in R 3.6.2 using these values to depict the significant
pathways identified.

Generating DYRK1A knockout cells

A double cutting CRISPR/Cas9 approach with a pair of sgRNAs (sgRNA A and B) was used to
completely excise exon 2 (322 bp region) of DYRK1A using a px458 vector (Addgene #48138) that
was modified to express the full CMV promoter. PCR primers that flank the targeted region of
DYRK1A were used to verify deletion. Single-cell clones were generated by liming dilutions and
evaluated for DYRK1A status by PCR, western blot, and sequencing. See Supplemental Table 1 for
sgRNA and PCR primer sequences.

DYRK1A IP kinase assay

Whole cell lysates from adherent parental iOvCa147 cells and DYRK1A cells were extracted using
complete RIPA buffer and incubated overnight with DYRK1A antibody (Cell Signaling Technology
anti-DYRK1A rabbit antibody #8765). Samples were then washed with buffer and Dynabeads
(Thermo Fisher Scientific Dynabeads Protein G #10003D) were added for 2 hours. Samples were
then washed with buffer and recombinant Tau protein (Sigma recombinant Tau protein #T0576)
and ATP (Sigma #A1852) were added and samples were incubated for 30 minutes at 37°C. 5x SDS
was then added and samples were resolved by SDS-PAGE. Antibodies used for western blotting
were phosphospecific Tau antibody (Cell Signaling Technology phospho-Tau Ser-404 rabbit
antibody #20194) and Tau protein (Cell Signaling Technology anti-Tau rabbit antibody #46687).
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RNA preparation and RNA-sequencing

Total RNA was collected from parental iOvCa147 cells and DYRK1A”cells from 24-hour adherent
or 6-hour spheroid conditions using the Monarch Total RNA Miniprep Kit (NEB #T2010S) as
described above. RNA was collected in three replicates for each condition (adherent and
spheroids). Samples were quantitated using Qubit 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific) and
quality control analysis using Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies #G2939BA) and RNA
6000 Nano Kit (Agilent Technologies #5067-1511). Ribosomal RNA removal and library preparation
was performed using ScriptSeq Complete Gold Kit (Illumina #BEP1206). High-throughput
sequencing was performed on an Illumina NextSeq 500 platform (mid-output, 150-cycle kit).

RNA-seq analyses

Raw FASTQ data was downloaded from Illumina BaseSpace. Reads were aligned using STAR

used to analyze read counts (settings: False discovery rate (FDR): 10%; drop genes with less than 1
reads) to identify differentially expressed genes (log, fold change > 1 for upregulated genes; or
log, fold change <-1 for downregulated genes; p,g; < 0.05) for the following comparisons: parental
i0vCa147 adherent cells vs. parental iOvCa147 spheroid cells; or parental iOvCa147 spheroid cells
vs. DYRK1A” spheroid cells. For RNA-seq, we formed pathway analyses in BEAVR and downloaded
the pathway enrichment table to construct bar plots and determine overlapping pathways using R
3.6.2.

Western blots

Adherent cells were washed in 1x PBS and lysed on the plate by the addition of complete RIPA
buffer with protease (Cell Signaling Technology #5871S) and phosphatase (Cell Signaling
Technologies #5870S) inhibitors and incubated for 5-10 minutes on ice. Spheres were collected by
gentle centrifugation at 300 rpm, washed gently in ice cold PBS, centrifuged again and then
resuspended in RIPA buffer as above. Samples were then centrifuged at 14,000 RPM at 4°C for 10
minutes. The supernatant liquid for each sample was collected and the pellets re-extracted with
RIPA containing the above inhibitor cocktails. Following centrifugation, the supernatants for each
treatment were collected and pooled. Protein was determined by Bradford assay. To assess the
effect of Netrin 1 on downstream signaling, spheres incubated under non adherent conditions for
5 days were challenged with the addition of 500 ng/ml human recombinant Netrin-1 (R&D Systems
#6419-N1-025) for a period of 20 minutes before collection. Lysates were mixed with 5x SDS
loading dye buffer and resolved using standard SDS-PAGE protocols. Antibodies used for blotting
were p42/44 MAPK (Erk1/2) (Cell Signaling Technology rabbit antibody #4695), Phospho-p44/42
MAPKI(Erk1/2) T202/Y204 (Cell Signaling Technology; rabbit antibody #4370), p38 MAPK (Cell
Signaling Technology; rabbit antibody #9212), p38 MAPK T180/Y182 (Cell Signaling Technology;
rabbit antibody #9211), p130(RBL2, Santa Cruz Biotechnology, rabbit antibody sc-317
discontinued), Ki67 (Abcam rabbit antibody, # ab16667), DYRK1A (Cell Signaling Technology anti-
DYRK1A rabbit antibody #8765), Netrin-1 (Abcam rabbit antibody #ab126729), Netrin-3 (Abcam
rabbit antibody #ab185200), a-tubulin (Cell Signaling Technology anti-aTubulin rabbit antibody
#2125) and B-actin (Millipore Sigma rabbit antibody #A2066).

RT-gPCR analysis of gene expression

Cells from a minimum of three biological replicates were triturated off the plate using Versene
(0.5mM EDTA in PBS), collected, counted and 108 cells plated onto Ultra-Low Attachment cell
culture dishes (Corning) to induce sphere formation. The spheres were collected after 24 h and
RNA extracted using the Monarch Total RNA Miniprep Kit (New England Biolabs #T2010S). RNA
was extracted from adherent cells directly from the plate. Extracted RNA was quantitated using a
NanoDrop and stored at -80° until used. First strand cDNA was generated from isolated RNA using
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the iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, #1708890) and RT-gPCR performed on the resulting cDNA
(diluted 5-fold) using the iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, #1708882) and following the
manufactures instructions. Reactions were performed in 0.2ml non-skirted low profile 96 well PCR
plates (Thermo Scientific, #AD-0700) using a CFX Connect Real Time System thermo-cycler (Bio-
Rad).

TCGA patient data analyses

We used the cBioPortal for Cancer Genomics (https://www.cbioportal.org 2)(64 (%) to analyze Netrin
pathway alterations in Ovarian Serous Cystadenocarcinoma patients (TCGA, PanCancer Atlas) for
genomic alterations and mRNA expression. OncoPrints were generated for mRNA expression
(mean z-score threshold + 1.5), and mutations and putative copy number alterations for the
following genes: NTN1, NTN3, NTN4, NTN5, UNC5A, UNC5B, UNC5C, UNC5D, DCC, DSCAM. Survival
analysis of NTN1, and -3 utilized patients from TCGA, PanCancer Atlas dataset and RNA-seq

expression (high expression z-score threshold > 1.2 and low is below 1.2).

Generation of gene knockout cell lines

Gibson Assembly (NEB #E2611) was used to clone sgRNAs sequences derived from the GeCKO v2
library per gene of interest (NTN1, NTN3, NTN4, NTN5, DSCAM, DCC, NEO1, UNC5A, UNC5B,
UNCS5C, UNC5D, and EGFP control (See Supplemental Table 1 for sgRNA sequences for each)) into
lentiCRISPR v2 (Addgene #52961). For individual gene knockouts pooled libraries of up to four
sgRNAs were generated. For multiple gene knockouts pooled libraries of two sgRNAs/gene were
constructed. To each 20-nucleotide guide (Supplemental table I) was appended the 5’ sequence, 5’-
TATCTTGTGGAAAGGACGAAACACC-3’ and the 3’ sequence, 5-
GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAAT-3’ (65(2). A 100 bp fragment was then generated using
the forward primer, 5-GGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCG-3’, and reverse primer, 5’-
CTAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAAC-3'. The resulting gel purified fragment was
quantitated by Qubit and cloned into the lentiviral vector LentiCRISPR-V2 previously digested with
BsmBI (New England Biolabs, # R0739) as described (65 (3). To generate virus particles, HEK293T
cells were transfected with the assembled plasmid along with plasmids encoding lentiviral
packaging proteins. Media was collected after 2-3 days and any cells or debris were pelleted by
centrifugation at 500 x g. Supernatant containing viral particles was filtered through a low protein
binding 0.45 uM filter. For each knockout, it was important to ensure that each target cell was
transduced with a full complement of guides. To ensure this, the cells were transduced at
relatively high MOI. Briefly, 25,000 cells were plated and transduced with fresh HEK293T
conditioned media containing virus. While we did not titer the viral preparations for these
experiments, previous experience indicated that we could generate sufficiently high virus titers
using our protocol. Under these conditions, we found a lack of puromycin sensitive cells following
2-3 days in media containing 2-4 pg/ml puromycin indicating that every cell received at least one
virus particle. Multi-gene knock outs were created through multiple rounds of infection with the
relevant culture supernatants followed by one round of puromycin selection.

Generation of gene overexpression cell lines

Plasmids encoding Netrinl and Netrin3 were obtained from Addgene (Ntn1-Fc-His, #72104 and
Ntn3-Fc-His, #72105). Netrin1 was PCR amplified using the forward primer 5’-
GCTATCGATATCCCAAACGCCACCATGATGCGCGCTGTGTGGGAGGCGCTG-3’ and reverse 5’-
GCTATCTCTAGAGGCCTTCTTGCACTTGCCCTTCTTCTCCCG-3’ and cloned into the EcoRV/Xbal sites of
PcDNA3.1/myc-HisA. For lentiviral expression, pcDNA NTN1 was amplified using the primers,
forward 5’-CACTGTAGATCTCCAAACGCCACCATGATGCGCGCTGTGTGGGAGGCGCTG-3’ and, reverse
5’-ACGCGTGAATTCTTATCAACCGGTATGCATATTCAGATCCTCTTCTGAGAT-3’ while NTN3 was
amplified from pcDNA NTN3 using, forward 5’-
CTCGAGAGATCTGCGGCCGCCACCATGCCTGGCTGGCCCTGG-3’ and the same reverse primer as for
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NTNT1. In this way both constructs carry a C-terminal Myc tag. Both cDNA’s were inserted into the
BamHI/EcoRI sites of the lentiviral expression vector FUtdTW (Addgene #22478). Construction of
lentiviral particle and transduction into the target cells was as described above.

Spheroid formation and reattachment viability assays

For each targeted gene or cDNA expressed in iOvCal47, OVCAR3, OVCAR4, OVCARS, COV318, or
TOV1946 cells, spheroid viability was assayed as follows: Three to ten biological replicate cultures
of knockout cells were cultured for 72 hours in suspension conditions using ULA plasticware (2 x
108 cells per well) to allow spheroid formation. Addition of therapeutics (Tramatinib, Selleckchem,
#S4484) was made at the time of plating. Spheroids were collected and transferred directly to
standard plasticware to facilitate reattachment for 24 hours, or dissociated and mixed with trypan
blue. Reattached cells were fixed in 25% methanol in PBS for 3 minutes. Fixed cells were incubated
for 30 minutes with shaking in 0.5% crystal violet, 25% methanol in PBS. Plates were carefully
immersed in water to remove residual crystal violet and destained in 10% acetic acid in 1x PBS for
1 hour with shaking to extract crystal violet from cells. Absorbance of crystal violet was measured
at 590 nm using a microplate reader (Perkin Elmer Wallac 1420).

Xenografts

All animal experiments were approved by the Animal Care Committee at Western University
(protocol #2020-039). ARRIVE principles were followed in carrying out xenograft experiments.
Female NOD-SCID mice were purchased from JAX (#001303). They were randomly selected prior to
being engrafted between six and eight weeks of age with 4 x10% OVCARS control or modified
derivatives. Five to ten mice were housed for 14 days, 35 days, or until humane endpoint for each
OVCARS or modified derivative. Following euthanasia all mice were subjected to a necropsy to
analyze disease spread. Tumor lesions were photographed and quantitated by individuals
unaware of the genotypes. Abdominal organs and associated tumor lesions were fixed in 10%
formalin overnight and transferred to 70% ethanol and later embedded, sectioned and stained as
described below. In cases where abdominal washes were performed, an incision was made in the
peritoneal membrane and PBS was injected, the abdominal region was agitated and PBS was
withdrawn using a P1000 pipet tip and aliquoted for downstream analysis in cell culture and
gPCR.

Patient derived spheroids

Patient derived spheroids were isolated from ascites fluid obtained from debulking surgical
procedures. These HGSOC samples were obtained with permission and institutional research
ethics oversight (Project ID #115904). Spheroids were prepared by filtering the ascites fluid
through a 100pm mesh filter and washing the captured spheroids from the filter with PBS. The
spheres were collected by gravity on ice in PBS, washed twice with ice cold PBS and allowed to
settle on ice. Spheres were then fixed for 20 minutes in 10% formalin, washed, and resuspended in
PBS before being embedded in paraffin.

Histology and immunohistochemistry

Fixed organs from xenografts or spheroids were embedded in paraffin, sectioned, and stained
with H&E using standard methods. For immunohistochemistry, sections were deparaffinized by
standard procedures and antigen retrieval was performed in 10mM citrate, pH6.0. The sections
were blocked with 10% goat serum/3% BSA/0.3% Triton X-100 and stained with antibodies to
Netrin-1 (Abcam #ab126729, 1:200), Cytokeratin (human specific cytokeratin 7 and 8, ZETA
Corporation #7Z2018ML, 1:200), EpCAM (Cell Signaling Technology, #14452, 1:250), p53 (Cell
Signaling Technologies, #2527, 1:125), Netrin-3 (1:250), Ki67 (Cell Signaling Technology, #12202,
1:400) and p130 (RBL2, Santa Cruz Biotechnology, SC-317, 1:150). Netrin-3 antibodies were
generated using immunized rabbits and their generation and purification will be published
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elsewhere. Primary antibodies were followed with a biotinylated anti-rabbit (Vector Labs, # BA-
1000) or anti-mouse (Jackson ImmunoResearch, #115-067-003) IgG as a secondary antibody (1:500).
Proteins were visualized using DAB chemistry (ImmPACT DAB, Vector Labs, #SK-4105).

Statistical analyses

Specific statistical tests used are indicated in the figure legends for each experiment. Analysis was
done using GraphPad Prism 6.

Materials availability

All previously unpublished reagents created in this study are available on request from the
corresponding author.

Data availability

All sequencing data have been deposited in GEO under accession codes GSE190294 and
GSE150246. Source data for graphs and original blots are available in source data files, or from
public databases as described in the methods section.
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Figure 1 - Figure Supplement 1.

CRISPR screen analysis details and internal controls.

A) Flowchart of data analysis used to identify genes that are most relevant to ovarian cancer cell survival in suspension. B)
Mathematical formulas to define gene scores, enrichment scores (n=guides per gene), and enrichment ratios used by TRACS.
C) Reader-operator curves were generated to assess TRACS categorization of 1000 non-targeting control sgRNAs in the
GeCKOV2 library for each of the three cell lines screened. D) Spheroid cell viability levels from low throughput siRNA gene
knock downs for 35 genes in iOvCa147 and OVCARS cells was plotted against the enrichment ratio for the same genes in the
same two cell lines from this screen. These independent approaches to measure viability were compared using linear
regression.
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Figure 2 - Figure Supplement 1.

Generation of iOvCa147 cells deficient for DYRK1A and loss of viability in suspension.

A) Strategy to generate DYRK1A™" cells using a pair of sgRNAs that flank exon 2. PCR For and PCR Rev primers flank exon 2
and are used to detect deletion events. B) Agarose gel showing PCR products for iOVCA147 cells and putative DYRK1A™ cells.
The full length amplicon containing exon 2 was detected in parental iOvCa147 cells (1,348 bp). A smaller amplicon (1,026 bp)
was detected in DYRK1A™ cells, indicting successful excision of the 322 bp region encompassing exon 2. C) Western blot
comparing DYRK1A expression in iOVCA147 cells and DYRK1A” cells. D) IP kinase assay to evaluate DYRK1A activity in
DYRK1A™ cells. Anti-DYRK1A antibodies or IgG was used to immunoprecipitate from iOVCA147 and DYRK1A™ cells. Precipitates
were incubated with ATP and Tau protein. Samples were resolved by SDS-PAGE and probed with pSer404-Tau antibody. E)
Parental iOvCa147 or DYRKTA”" cells were incubated in suspension conditions for 24 hours, 72 hours, or 4 days to induce
spheroid formation, and then re-plated in adherent conditions for 24 hours to allow reattachment. Reattached spheroid cells
were stained with crystal violet and absorbance was quantified. Alternatively, cells in suspension were isolated and utilized
for Cell TitreGLO cell viability measurements. DYRK1A”"spheroid cells had impaired survival compared to parental iOvCa147
spheroid cells at each time point and reattached and crystal violet stained cell viability matched Cell TitreGLO measurements

of viability (one way anova, ****P<0.0001).
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Figure 4 - Figure Supplement 1.

Specificity of Netrin-1 and Netrin-3 IHC staining of OVCARS spheroids.

A) OVCARS cells were allowed to form spheroids for six hours before fixation in formalin and embedding in paraffin for
sectioning. Serial sections were stained with Netrin-1 Abs or a no primary antibody control. B) OVCARS cells overexpressing
Netrin-1 were used to prepare spheroids as in A and stained in parallel to samples in A. C) OVCARS deleted for Netrin-1
expression were used to prepare spheroids as in A and serial sections were stained for Netrin-1 or with a no primary antibody
control and counter stained. D) OVCARS cells were allowed to form spheroids for six hours before fixation in formalin and
embedding in paraffin for sectioning. Serial sections were stained with Netrin-3 Abs or a no primary antibody control. E)
OVCARS cells overexpressing Netrin-3 were used to prepare spheroids as in D and stained in parallel to samples in D. F)
OVCARS deleted for Netrin-3 expression were used to prepare spheroids as in D and serial sections were stained for Netrin-3
or with a no primary antibody control. All scale bars = 100pm
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Figure 5 - Figure Supplement 1.

s e s

Evaluation of target gene transcript levels in multigene knock out cells.

A) RT-gPCR was performed on RNA isolated from control sgRNA expressing OVCARS cells and UNC5 4KO to assess expression
of UNC5 family members. Graphs depict relative expression levels for each indicted gene in control and knock out cell lines.
Mean expression levels of targeted cells were compared to background measurements using one way anova (****p<0.0001).

T . et o T

B) RT-qPCR was used to measure mRNA levels of NTN1 and NTN3 transcripts in their respective CRISPR targeted, and

OVCARS controls. Mean values were compared by one way anova (****P<0.0001). C) Levels of mRNA corresponding to DCC,
DSCAM, and NEO1 were determined by RT-gPCR in DDN 3KO cells and control OVCAR8. Mean values were compared by one
way anova (****P<0.0001). D) The indicated genotypes of cells were subjected to suspension culture and protein extracts
were prepared at the indicated times. Proteins were resolved by SDS-PAGE, blotted, and probed with the indicated antibodies.
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Figure 6 - Figure Supplement 1.
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Evaluation of dormancy arrest in cell culture by RT-qPCR.

RNA was extracted from asynchronously proliferating cells and suspension cultures 72 hours post transfer from adherent. RT-
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gPCR was used to compare gene expression of the indicated cell cycle markers in iOvCa147, OVCARS, TOV1946.
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Figure 7 - Figure Supplement 1.

Frequency of Netrin ligand and receptor deletions, mutations
or expression changes in high grade serous ovarian cancer.

A) Oncoprint of genetic alterations in 10 netrin signaling related genes in 398 patients. Alteration types are defined on the
right. Only the first 154 patients are shown. B) Oncoprint illustrating gene expression outliers among 10 netrin signaling
related genes in 201 patients (first 122 patients shown). Genomic data used is from Ovarian Serous Cystadenocarcinoma
(TCGA, PanCancer Atlas) (201 samples with RNA seqV2, z-score cut off of 1.5). C) TCGA RNA-seq data for HGSOC patients
(TCGA PanCancer Atlas study) was used to identify high Netrin-1 or -3 and low Netrin-1 or -3 expressing patients (high
expressing are above z-score 1.2). Progression free survival was used to construct Kaplan-Meier plots and survival was
compared using a logrank test.
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Joint Public Review:

In this article, the authors employed modified CRISPR screens ["guide-only (GO)-CRISPR"] in
the attempt to identify the genes which may mediate cancer cell dormancy in the high grade
serous ovarian cancer (HGSOC) spheroid culture models. Using this approach, they observed
that abrogation of several of the components of the netrin (e.g., DCC, UNC5Hs) and MAPK
pathways compromise survival of non-proliferative ovarian cancer cells. This strategy was
complemented by the RNAseq approach which revealed that number of the components of
the netrin pathway are upregulated in non-proliferative ovarian cancer cells, and that their
overexpression is lost upon disruption of DYRK1A kinase that has been previously
demonstrated to play a major role in survival of these cells. Perampalam et al. then employed
a battery of cell biology approaches to support the model whereby the Netrin signaling
governs the MEK-ERK axis to support survival of non-proliferative ovarian cancer cells.
Moreover, the authors show that overexpression of Netrins 1 and 3 bolsters dissemination of
ovarian cancer cells in the xenograft mouse model, while also providing evidence that high
levels of the aforementioned factors are associated with poor prognosis of HGSOC patients.

Strengths:

In this valuable study Perampalam et al. developed a CRISPR-based screening approach to
identify key genes that are enriched in high grade serous ovarian cancer spheroids. This led
to a discovery that Netrin signaling plays a prominent role in survival of ovarian cancer cells.
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During revision, the authors provide additional evidence to support their central claims and
to this end, it was found that they now provide solid evidence to substantiate the proposed
model. This work is anticipated to be of interest to cancer biologists specializing in ovarian
cancer biology.

https://doi.org/10.7554/eLife.91766.2.sa0

Author response:

The following is the authors’ response to the original reviews.

Reviewer #1 (Public Review):
Summary:

Perampalam et al. describe novel methods for genome-wide CRISPR screening to identify
and validate genes essential for HGSOC spheroid viability. In this study, they report that
Netrin signaling is essential for maintaining disseminated cancer spheroid survival,
wherein overexpression of Netrin pathway genes increases tumor burden in a xenograft
model of ovarian cancer. They also show that high netrin expression correlates with poor
survival outcomes in ovarian cancer patients. The study provides insights into the biology
of netrin signaling in DTC cluster survival and warrants development of therapies to
block netrin signaling for treating serous ovarian cancer.

Strengths:

- The study identifies Netrin signaling to be important in disseminated cancer spheroid
survival

- A Novel GO-CRISPR methodology was used to find key genes and pathways essential for
disseminated cancer cell survival

Thanks for the endorsement of our work and its importance to metastasis in ovarian cancer.

Weaknesses:

- The term dormancy is not fully validated and requires additional confirmation to claim
the importance of Netrin signaling in "dormant” cancer survival.

- Findings shown in the study largely relate to cancer dissemination and DTS survival
rather than cancer dormancy.

Much of the validation of dormancy and cell cycle arrest in HGSOC spheroids, as well as the
culture model, have been published previously and hence was not repeated here. I think this
reviewer will appreciate the updated citations and explanations to better illustrate the state
of knowledge. We have also added new experiments that further emphasize the dormant
state of spheroid cells in culture and xenografts, as well as patient derived spheroids used in
this study.

Reviewer #1 (Recommendations for Authors):

(1) It is unclear what spheroid/adherent enrichment ratio is and how it ties into genes
aoffecting cell viability. Why is an ER below 1 the criteria for selecting survival genes?

Our screen uses the ‘guide only’ comparison in each culture condition to establish a gene
score under that specific condition. A low adherent score captures genes that are essential
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under standard culture conditions where cells are proliferating and this can include genes
needed for proliferation or other basic functions in cell physiology. A low spheroid score
identifies the genes that are most depleted in suspension when cells are growth arrested and
this is an indication of cell death in this condition. Since gene knock outs are first established
in adherent proliferating conditions, essential genes under these conditions will already start
to become depleted from the population before suspension culture. By selecting genes with a
ratio of <1 we can identify those that are most relevant to dormant suspension culture
conditions. Ultimately, the lowest enrichment ratio scores represent genes whose loss of
function is dispensable in the initial adherent condition, but critical for survival in
suspension and this is what we aimed to identify. We’ve updated Figure 1B to illustrate this
and we’ve updated the explanation of the enrichment ratio on page 6, lines 144 to 147 of the
results.

(2) The WB for phospho-p38 in figure 1A for OVCARS line does not show increased
phosphorylation in the spheroid relative to the adherent. If anything, phospho-p38
appears to be reduced in the spheroid. Can the authors provide a better western blot?

We’ve updated this blot with a longer exposure, see Figure 1A. Phosphorylation levels of p38
are essentially unchanged in OVCARS cells in suspension culture, although the overall levels
of p38 may be slightly reduced in dormant culture conditions.

(3) How did the authors confirm dormancy apart from western blot for phospho-ERK vs
phospho-p38? Authors should add EdU/BrdU staining and/or Ki67 staining to confirm
dormancy.

Previous publications that appear as citations 7,10, and 33 in the reference list established the
growth arrest state of these cells in suspension culture in the past. This included measuring
other known markers of dormancy and quiescence such as p27, p130, and reduced cyclin/cdk
activity and 3H-thymidine incorporation. In addition, other associated characteristics of
dormancy such as EMT and catabolic metabolism have been demonstrated in these culture
conditions (see citation 11 and Rafehi et al. Endocr. Relat. Cancer 23;147-59). We’ve added
these additional citations to our descriptions of dormant spheroid culture to better clarify the
status of these cells in our experiments (see page 6, lines 126-28). To ensure that cells are
growth arrested in the experiments shown in this paper, we have updated Figure 1A to
include blots of p130 and Ki67 to further emphasize that spheroid cells are not proliferating
as the quiescence marker (p130) is high and the proliferative marker (Ki67) is lost in
suspension culture.

(4) Can the authors report spheroid volume over time in culture? How was viability
measured?

We’ve updated the methods (see page 27, line 574) to better highlight the description of cell
survival that answers both of these questions. At the ends of experimental time points in both
the screen and viability assays we captured live cells by replating on adherent plasticware.
We fixed and stained with crystal violet and photographed plates to illustrate the sizes of
spheroids (shown in Fig. 2 Supplement 1E, Fig. 6C, and 7D). We subsequently extracted the
dye and quantitated it spectrophotometrically to quantitatively compare biomass of viable
cells between experiments irrespective of the relatively random shapes of spheroids. We
found reattachment and staining in this manner to match traditional viability assays such as
CellTiter-Glo in a previous paper (10). Furthermore, biomass never increases in culture and
diminishes gradually over time in culture consistent with the non-proliferative state of these
experiments. Double checks of this equivalency of viability and reattached biomass
measurments, as well as demonstrating that biomass is lost over time, are shown in Fig. 2
Supplement 1E that compares reattached crystal violet staining measurements with CellTiter-
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Glo for DYRK1A knock out cells over time in culture. In addition, we include a comparison of
crystal violet staining of reattached spheroids with trypan blue dye exclusion in Fig. 5G and
H. In both cases reattachment and more direct viability assays demonstrate the same
conclusion that Netrin signaling supports viability in dormant culture.

(5) Please show survival significance of Netrin signaling genes in recurrence/relapse free
survival to claim importance in cancer dormancy.

See Fig. 7 Supplement 1C where we include the recurrence free survival data. Netrin-1, and -3
high expressors also have a numerically shorter progression free survival but it is not
statistically significant. Netrin-1 overexpression alone is also shown and it shows shorter
survival with a P-value of 0.0735. Elevated survival of dormant cells in a residual disease
state is expected to increase the chance of relapse and shorten this interval. Thus, this data is
consistent with our model, but lacks statistical significance.

There are many alternative ways to interpret what shorter progression free survival, or
overall survival, may mean biologically. Since survival of dormant cells is but one of them, we
also added new data to experimentally investigate the role of endogenous Netrin signaling in
dormant residual disease in Fig. 6 and described on page 12, lines 266-87. We used xenograft
experiments to show OVCARS spheroids form and withdraw from the cell cycle equivalently
to suspension culture following intraperitoneal injection. Furthermore, loss of Netrin
signaling due to receptor deletions compromises survival during this early window before
disseminated lesions form. This argues that Netrin signaling contributes to survival during
this window of dormancy. In addition, mice engrafted with mutant cells experience
prolonged survival when Netrin signaling is blocked. Together, these experiments further
argue that Netrin signaling supports survival in the dormant, non-proliferative phase, and
leads to reduced survival of mice.

(6) The authors show IHC staining of patient ascites derived HGSOC spheroids. However,
no marker for dormancy is shown in these spheroids. Adding Ki67 staining or phospho-
ERK vs phospho-p38 would be necessary to confirm cancer dormancy.

We have added new staining for Ki67 and p130 that compares these markers in HGSOC
tumors where Ki67 is high and p130 is low with ascites derived spheroids where staining is
the opposite. Importantly, expression of p130 is linked to cellular quiescence and is not found
to accumulate in the nucleus of cells that are just transiting through G1. This confirms that
the ascites derived spheroids are dormant. See Fig. 4A-E and described on page 9, lines 201-7.

(7) Overall, the findings are interesting in the context of cancer dissemination. There is
not enough evidence for cancer dormancy and the importance of Netrin signaling in the
survival of cancer dormancy. Overexpression of Netrin increases phosphorylation of ERK,
leading one to expect an increase in proliferation. This suggests that Netrin breaks
cancer cells out of dormancy, into a proliferative state.

We have found that the discovery of Netrin activation of MEK-ERK in growth arrested cells is
counterintuitive to many cancer researchers. However, this axis exists in other paradigms of
Netrin signaling in axon outgrowth that are not proliferation related (see citation 26, Forcet et
al. Nature 417; 443-7 as an example). We have added Fig. 5D and descriptions on page 11,
lines 244-52 to better clarify that Netrins CAN’T induce cell proliferation through ERK.
Addition of recombinant Netrin-1 can only induce ERK phosphorylation in suspension
culture conditions and not in quiescent adherent conditions. The small magnitude of ERK
phosphorylation induced by Netrin-1 in suspension compared to treating adherent, quiescent
cells with the same concentration of mitogenic EGF further emphasizes that this is not a
proliferative signal. Lastly, the new xenograft experiment in Fig. 6A-D (described on page 12,
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lines 266-81 demonstrates the growth arrested context in which Netrin signaling in dormant
spheroids leads supports viability.

(8) If authors wish to claim cancer dormancy as the premise of their study, additional
confirmatory experiments are required to support their claims. Alternatively, based on
the current findings of the study, it would be best to change the premise of the article to
Netrin signaling in cancer dissemination and survival of disseminated cancer spheroids
rather than cancer dormancy.

I expect that this reviewer will agree that we have added more than sufficient explanations of
background work on HGSOC spheroid dormancy from the literature, as well as new
experiments that address their questions about dormancy in our experiments.

Reviewer #2 (Public Review):
Summary:

In this article, the authors employed modified CRISPR screens ['quide-only (GO)-CRISPR"]
in the attempt to identify the genes which may mediate cancer cell dormancy in the high
grade serous ovarian cancer (HGSOC) spheroid culture models. Using this approach, they
observed that abrogation of several of the components of the netrin (e.g., DCC, UNC5HSs)
and MAPK pathways compromise the survival of non-proliferative ovarian cancer cells.
This strategy was complemented by the RNAseq approach which revealed that a number
of the components of the netrin pathway are upregulated in non-proliferative ovarian
cancer cells and that their overexpression is lost upon disruption of DYRK1A kinase that
has been previously demonstrated to play a major role in survival of these cells.
Perampalam et al. then employed a battery of cell biology approaches to support the
model whereby the Netrin signaling governs the MEK-ERK axis to support survival of non-
proliferative ovarian cancer cells. Moreover, the authors show that overexpression of
Netrins 1 and 3 bolsters dissemination of ovarian cancer cells in the xenograft mouse
model, while also providing evidence that high levels of the aforementioned factors are
associated with poor prognosis of HGSOC patients.

Strengths:

Overall it was thought that this study is of potentially broad interest in as much as it
provides previously unappreciated insights into the potential molecular underpinnings of
cancer cell dormancy, which has been associated with therapy resistance, disease
dissemination, and relapse as well as poor prognosis. Notwithstanding the potential
limitations of cellular models in mimicking cancer cell dormancy, it was thought that the
authors provided sufficient support for their model that netrin signaling drives survival
of non-proliferating ovarian cancer cells and their dissemination. Collectively, it was
thought that these findings hold a promise to significantly contribute to the
understanding of the molecular mechanisms of cancer cell dormancy and in the long
term may provide a molecular basis to address this emerging major issue in the clinical
practice.

Thanks for the kind words about the importance of our work in the broader challenges of
cancer treatment.

Weaknesses:

Several issues were observed regarding methodology and data interpretation. The major
concerns were related to the reliability of modelling cancer cell dormancy. To this end, it

was relatively hard to appreciate how the employed spheroid model allows to distinguish
between dormant and e.g., quiescent or even senescent cells. This was in contrast to solid
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evidence that netrin signaling stimulates abdominal dissemination of ovarian cancer
cells in the mouse xenograft and their survival in organoid culture. Moreover, the role of
ERK in mediating the effects of netrin signaling in the context of the survival of non-
proliferative ovarian cancer cells was found to be somewhat underdeveloped.

Experiments previously published in citation 7 show that growth arrest in patient ascites
derived spheroids is fully reversible and that argued against non-proliferative spheroids
being a form of senescence and moved this work into the dormancy field. We have added
extensive new support for our model systems and data to address the counterintuitive
aspects of MEK-ERK signaling in survival instead of proliferation.

Reviewer #1 Recommendations for Authors

(1) A better characterization of the spheroid model may be warranted, including staining
for the markers of quiescence and senescence (including combining these markers with
staining for the components of the netrin pathway)

See Figure 1A and page 6, lines 126-36 where we have added blots for Ki67 and p130 to better
emphasize the arrested proliferative state of cells in our screening conditions. We have also
added these same controls for patient ascites-derived spheroids in Figure 4 and described on
page 9, lines 203-7. One realization from this CRISPR screen, and others in our lab, is that it
identifies functionally important aspects of cell physiology and not necessarily ones that are
easily explored using commercially available antibodies. Netrin-1 and -3 staining of patient
derived spheroids in Fig. 4, as well as cell line spheroids stained in Fig. 4 Supplement 1
further support the relevance of this pathway in dormant cancer cells because Netrins are
expressed in the right place at the right time. The Netrin-1 stimulation experiments in Fig. 5C
were originally carried out to probe HGSOC cells for functionality of Netrin receptors since
we couldn’t reliably detected them by blotting or staining with available antibodies. This
demonstrates that this pathway is active in the various HGSOC cell lines we’ve used and
specifically, using OVCARS cells, we show it is only active in suspension culture conditions.

(2) In figure 1A it appears that total p38 levels are reduced in some cell lines in spheroid
vs. adherent culture. The authors should comment on this.

These blots have been updated to be more clear. Overall p38 levels may be reduced in some
cell lines and when compared with activation levels of phosphorylated p38 it suggests the
fraction of activated p38 is higher. OVCARS cells may be an exception where the overall
activity level remains approximately the same.

(3) The authors should perhaps provide a clearer rationale for choosing to focus on the
netrin signaling vs. e.g., GPCR signaling, and consider more explicit defining of "primary"
vs. "tertiary" categories in Reactome gene set analysis.

We’ve updated Fig. 1E and the text on page7, lines 161-5 to illustrate which gene categories
identified in the screen belong to which tiers of Reactome categories. It better visualizes why
we have investigated the Axon guidance pathway that includes Netrin because it is a highly
specific signaling pathway that scores similarly to the broader and less specific categories at
the very top of the list. As an aside, the GPCR signaling and GPCR downstream signaling have
proven to be fairly intractable categories. As best we can tell the GPCR downstream signaling
category is full of MAPK family members and likely represents some redundancy with MAPK
further down.

(4) In figure 3A-C, including factors whose expression did not appear to change between
adherent and suspension conditions may be warranted as the internal control. Figure
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3D-F may benefit from some sort of quantification.

The mRNA expression levels are normalized to GAPDH as an internal control. We have
updated this figure and re-plotted it as fold change relative to adherent culture cells with
statistical comparisons to indicate which are significantly upregulated in suspension culture.

The IHC experiments are now in Fig. 4D-F and show positive staining for Netrin-1 and -3.
Netrin-3 is easiest to see, while Netrin-1 is trickier because the difference with the no primary
antibody control isn’t intensity, but the tint of the DAB stain. We had to counter stain the
patient spheroids with Hematoxylin in order for the slide scanner to find the best focal plane
and make image registration between sections possible. This unfortunately makes the Netrin-
1 staining rather subtle. For cell line spheroids in the Fig. 4, Supplement 1 we didn’t need the
slide scanner and show negative controls without counter stain that are much more
convincing of Netrin-1 detection and reassure us that our staining detects the intended target.
We’ve updated the labels in Fig. 4 and Fig. 4, Supplement 1 for this to be more intuitive.
Unfortunately, relying on the tint of the DAB stain leaves this as a qualitative experiment.

- In figure 4C-E the authors show that Netrin-1 stimulation induces ERK phosphorylation
whereby it is argued that this is a "low-level" stimulation of ERK signaling required for
the survival of ovarian cells in the suspension. This is however hard to appreciate, and it
was thought that having adherent cells in parallel would be helpful to wage whether this
indeed is a "low level" ERK activity. Moreover, the authors should likely include
downstream substrates of ERK (e.g., RSKs) as well as p38 in these experiments. The
control experiments for the effects of PD184352 on ERK phosphorylation also appear to
be warranted. Finally, performing the experiments with PD184352 in the presence of
Netrin-1 stimulation would also be advantageous.

We have added a new Netrin-1 stimulation experiment in Fig. 4D (described on page 11, line
244-52) that shows that Netrins can only activate very low levels of ERK phosphorylation in
suspension when proliferation is arrested. Netrin-1 stimulation of quiescent adherent cells
where stimulation of proliferation is possible shows that Netrins are unable to activate ERK
phosphorylation in this condition. In contrast, we also stimulate quiescent adherent OVCARS8
cells with an equal concentration of EGF (a known mitogen) to offer high level ERK
phosphorylation as a side by side comparison. I think that this offers clear evidence that
Netrin signaling is inconsistent with inducing cell proliferation. We’ve also updated citations
in the introduction to include citation 26 that offers a previously reported paradigm of
Netrin-ERK signaling in axon outgrowth that is a non-cancer, non-proliferative context to
remind readers that Netrins utilize MEK-ERK differently.

We highlight Netrin-MEK-ERK signaling as key to survival for a number of reasons. First,
Netrin signaling in this paradigm does not fit the dependence receptor paradigm where loss
of Netrin receptors protect against cell death. Fig. 5B rules this out as receptor loss never
offers a survival advantage, but clearly receptor deletions compromise survival in suspension
culture. Second, positive Netrin signaling is known to support survival by inactivating
phosphorylation of DAPK1. We’ve added this experiment as Fig. 5 Supplement 1D and show
that loss of Netrin receptors doesn’t reduce DAPK1 phosphorylation in a time course of
suspension culture. Consequently, we conclude this isn’t the survival signal either. Since MEK
and ERK family members scored in our screen, we investigated their role in survival. We now
show two different MEK inhibitors with different inhibitory mechanisms to confirm that
MEK inhibition induces cell death. In addition to the previous PD184352 inhibitor in our first
submission, we’ve added Trametinib as well and this is shown in Fig. 5G. Since it is surprising
the MEK inhibition can kill instead of just arrest proliferation, we’ve also added another cell
death assay in which we show trypan blue dye exclusion as a second look at survival. This is
now Fig. 5H. Lastly, we include Trametinib inhibition of ERK phosphorylation in these assays
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in Fig. 5I. While we leave open what takes place downstream of ERK, our model in Fig. 5]
offers a very detailed look at the components upstream.

- Does inhibition of ERK prevent the abdominal spread of ovarian cancer cells? The
authors may feel that this is out of the scope of the study, which I would agree with, but
then the claims regarding ERK being the major mediator of the effects of netrin signaling
should be perhaps slightly toned down.

We agree that loss of function xenograft experiments will enhance our discovery of Netrin’s
role in dormancy and metastasis. We have added a new Fig. 6 that uses xenografts with
Netrin receptor deficient OVCARS cells (UNC5 4KO). It demonstrates that two weeks following
IP engraftment we can isolate spheroids from abdominal washes and that cells have entered
a state of reduced proliferation as determined by lowered Ki67 expression as well as other
proliferation inducing genes. In the case of UNC5 4KO cells, there is significant attrition of
these cells as determined by recovering spheroids in adherent culture (Fig.6C) and by Alu PCR
to detect human cells in abdominal washes (Fig. 6D). Lastly, xenografts of UNC5 4KO cells
cause much less aggressive disease and significantly extend survival of these mice (Fig. 6E,F).
Not exactly the experiment that the reviewer is asking for, but a clear indication that Netrin
signaling supports survival in xenograft model of dormancy.

- Notwithstanding that this could be deduced from figures 6D and F, it would be helpful if
the number of mice used in each experimental group is clearly annotated in the
corresponding figure legends. Moreover, indicating the precise statistical tests that were
used in the figures would be helpful (e.g., specifying whether anova is one-way, two-way,
or?)

We have added labels to what is now Fig. 8B to indicate the number of animals used for each

genotype of cells. We have also updated figure legends to include more details of statistical
tests used in each instance.

https://doi.org/10.7554/eLife.91766.2.sa2
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La radiothérapie interne vectorisée (RIV) est une technologie révolutionnaire en pleine
expansion pour le traitement des cancers métastatiques, notamment les lymphomes, les
leucémies ainsi que certains cancers solides comme les tumeurs neuroendocrines. La RIV
repose sur |’utilisation de vecteurs pour délivrer des radionucléides aux cellules tumorales. Ces
vecteurs se fixent a des cibles spécifiques, le plus souvent situées a la surface des cellules
cancéreuses, permettant au radionucléide de tuer les cellules par irradiation. De nos jours, la
révolution réside dans le potentiel remarquable qu’offre le développement de nouveaux
isotopes radioactifs : les isotopes a rayonnement béta tels que le Lutécium-177 (7"Lu), I’Tode-
131 (B3) ou I'Yttrium-90 (°°Y), et plus récemment les isotopes a rayonnement alpha, dont
I’Actinium-225 (*®Ac), le Radium-223 (**Ra) et le Bismuth-213 (3!3Bi). D’autres
radionucléides a rayonnement gamma, tels que I’Indium-111 (!''In), peuvent également étre
utilisés a des fins diagnostiques (scintigraphie, tomographie), permettant aux cliniciens de

visualiser la distribution de la tumeur et des métastases.

Dans cette étude de preuve de concept, nous rapportons que la Nétrine-1 constitue une cible
inattendue pour la radiothérapie interne vectorisée. Bien qu’elle soit communément considérée
comme un ligand diffusible, nous démontrons ici que la Nétrine-1 est en réalité peu diffusible
et concentrée dans la matrice extracellulaire des cellules tumorales via des interactions avec les
composants de la matrice. Comme mentionné¢ précédemment, 1’anticorps NP137 est

actuellement en évaluation clinique de phase 2 pour le traitement des cancers avancés. Une



question importante demeure quant a la sélection des patients, en particulier ceux qui n’ont pas
été testés pour I’expression de la cible thérapeutique. Afin de répondre a cette problématique,
nous avons mis au point un test compagnon d’imagerie en temps réel non invasif en conjuguant
I’anticorps NP137 complet, ou des fragments Fab et F(ab’)2, a un chélateur métallique appelé
NODAGA, permettant le marquage avec I’!!'In. Bien que les trois molécules puissent se lier
fortement a la Nétrine-1, le composé formé a partir de la forme compléte de 1’IgG1 a montré
une meilleure incorporation dans les tumeurs (20-25%) et a permis une détection spécifique des
tumeurs positives a la Nétrine-1 avec un excellent rapport signal sur bruit en utilisant I’imagerie
par tomographie par émission de photons uniques couplée a un scanner (SPECT/CT) dans

différents modeéles murins de cancers du sein.

Le NP137 a montré une efficacité antitumorale prometteuse dans divers types cellulaires
humains. Cependant, certaines lignées cancéreuses exprimant la Nétrine-1 restent résistantes a
ce traitement en monothérapie. Compte-tenu de la forte incorporation de I’anticorps dans les
tumeurs, nous avons développé une molécule thérapeutique innovante en fusionnant I’anticorps
au Lutécium-177 (NP137-DOTA-!""Lu). Nous démontrons ici, a ’aide de modéles murins de
xénogreffes et d’'un modele murin génétiquement modifié, qu’une unique injection systémique
de NP137-DOTA-'""Lu induit une réponse antitumorale significative et prolonge la survie des

souris.

En conclusion, notre étude fournit des données importantes de preuve de concept sur
I’utilisation polyvalente de I’anticorps NP137, non seulement a des fins diagnostiques mais
aussi thérapeutiques, et suggere la possibilit¢ immédiate de transférer ces conjugués radioactifs

chez ’homme.

Dans cet article, j’ai principalement contribué a la réalisation d’expériences in vitro ainsi qu’au

suivi de la croissance tumorale afin d’évaluer ’efficacité du composé NP137-DOTA-!7"Lu.

Devenir du projet : Ce travail a été breveté et licenci¢ a la société de biotechnologie NETRIS
Pharma. Depuis le 15 juin 2022, une collaboration a été établie entre 1’entreprise Orano,
spécialisée dans les combustibles nucléaires, NETRIS Pharma, le CNRS et le Centre Léon
Bérard. Ce partenariat vise a industrialiser le développement de nouveaux radioisotopes
émetteurs alpha et Auger que I’entreprise Orano est la seule a pouvoir produire, offrant ainsi de

nouvelles perspectives thérapeutiques aux patients en situation de besoin critique. En 2023, ce



projet a re¢u un financement Chaire Industrielle de I’ Agence Nationale de la Recherche (ANR),
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Abstract

Targeted radionuclide therapy is a revolutionary tool for the treat-
ment of highly spread metastatic cancers. Most current approaches
rely on the use of vectors to deliver radionuclides to tumor cells,
targeting membrane-bound cancer-specific moieties. Here, we
report the embryonic navigation cue netrin-1 as an unanticipated
target for vectorized radiotherapy. While netrin-1, known to be re-
expressed in tumoral cells to promote cancer progression, is usually
characterized as a diffusible ligand, we demonstrate here that
netrin-1 is actually poorly diffusible and bound to the extracellular
matrix. A therapeutic anti-netrin-1 monoclonal antibody (NP137)
has been preclinically developed and was tested in various clinical
trials showing an excellent safety profile. In order to provide a com-
panion test detecting netrin-1 in solid tumors and allowing the
selection of therapy-eligible patients, we used the clinical-grade
NP137 agent and developed an indium-111-NODAGA-NP137 single
photon emission computed tomography (SPECT) contrast agent.
NP137-In provided specific detection of netrin-1-positive tumors
with an excellent signal-to-noise ratio using SPECT/CT imaging in
different mouse models. The high specificity and strong affinity of
NP137 paved the way for the generation of lutetium-177-DOTA-

. David Sarrut”™ @ &

NP137, a novel vectorized radiotherapy, which specifically accumu-
lated in netrin-1-positive tumors. We demonstrate here, using
tumor cell-engrafted mouse models and a genetically engineered
mouse model, that a single systemic injection of NP137-'"’Lu pro-
vides important antitumor effects and prolonged mouse survival.
Together, these data support the view that NP137-*'!In and
NP137-Y7Lu may represent original and unexplored imaging and
therapeutic tools against advanced solid cancers.

Keywords cancer; extracellular matrix; netrin; radioimmunotherapy; targeted
therapy

Subject Categories Cancer; Pharmacology & Drug Discovery
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Introduction

Netrin-1 is known to be crucial during embryonic development and
more particularly in the establishment of the central nervous sys-
tem, through its role in neuronal navigation as exemplified in
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commissural axon guidance (Serafini et al, 1996; Belle et al, 2014).
The classically admitted view of its role was that it attracts/repulses
neurons/axons following its secretion through the generation of a
gradient in the surrounding environment. This has recently been
questioned as netrin-1 seems to be less diffusible than initially
described but rather actively transported during embryonic develop-
ment (Dominici et al, 2017). Its signaling is transduced by depen-
dence receptors (DRs) like deleted in colorectal carcinoma (DCC),
members of the uncoordinated-S (UNC-5) family, and neogenin
(Fazeli et al, 1997; Mehlen et al, 2011; Renders et al, 2021). Binding
of netrin-1 to these receptors impedes cell death and explains its
broad physiological and pathological implications (van Gils
et al, 2012; Ramkhelawon et al, 2014; Ozmadenci et al, 2015; Bone-
schansker et al, 2016; Brisset et al, 2021).

In particular, netrin-1 was shown to be upregulated in many types
of cancers, including breast cancer, non-small-cell lung cancer,
and medulloblastoma (Fitamant et al, 2008; Delloye-Bourgeois
et al, 2009; Akino et al, 2014). This overexpression in tumor cells is
one of the survival mechanisms proposed, whereby increased
expression of netrin-1 blocks cell death induced by DRs (Mehlen
et al, 2011; Gibert & Mehlen, 2015), and seems to be enhanced fol-
lowing chemotherapy (Paradisi et al, 2013). Targeting this DR/ligand
interaction has thus appeared as an attractive therapeutic strategy in
oncology (Paradisi et al, 2013; Gibert & Mehlen, 2015; Grandin
et al, 2016a,b), with several molecules under development to block
netrin-1. Consistently, a human monoclonal anti-netrin-1 antibody,
called NP137, blocking UNCS5B/netrin-1 interaction, is currently
assessed in several clinical Phase II trials to evaluate its anticancer
activity in monotherapy or in combination with standards of care
such as chemotherapy or immune checkpoint inhibitors. Preliminary
results of clinical activity as a single agent are encouraging (Grandin
et al, 2016b; Cassier et al, 2019). In addition, netrin-1 blockage seems
to be effective in a subset of patients only requiring a simple test to
identify eligible patients, that is, those with detectable netrin-1 levels.
Conventional approaches to identify patients likely to respond to
cancer treatments are largely based on invasive primary tissue
biopsy collection and histological staining and analysis, and overlook
specific features of metastases, such as initial treatment resistance.
Indeed, immunohistochemistry (IHC) has been the reference for the
characterization of target expression in cancer for many years. How-
ever, this strategy has been called into question by recent data
obtained with immune checkpoint inhibitors, as there is a strong dis-
crepancy between target expression and response within the patient.
Thus, patients responding to the PDL-1 antibody could be negative
for the expression of PDL-1 in IHC and vice versa. It can be hypothe-
sized that target expression is not stable over time; for instance, since
IHC analyses are made with paraffin blocks taken from the primary
tumor at diagnosis sometimes months or years before clinical trials.
The expression of the target may then differ in metastases. New diag-
nostic strategies are therefore needed to analyze target expression in
real time on a whole-body scale to highlight all the variations in pro-
tein expression within tumors and metastases.

In an attempt to develop a less invasive means of detection/
diagnosis of netrin-1-expressing patients eligible for anti-netrin-1
treatment, we developed a radiolabeling-based methodology to
visualize netrin-1 accumulation in vivo by SPECT/CT imaging. We
then demonstrated netrin-1 accumulation in the tumor cell extracel-
lular matrix rather than its diffusion in the microenvironment and
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detected a strong accumulation of radioactivity within tumors. We
then created a new radiolabeled NP137 compound aimed at
internally delivering radiopharmaceutical therapy (RPT), able to
selectively kill netrin-1-expressing cells with radioactivity through
the highly specific accumulation of the NP137 agent. To achieve
this, we radiolabeled NP137 with lutetium-177 (}’“Lu) and observed
tumor cell death with high specificity in a number of xenografts
and genetic mouse models. This technology based on coupled pep-
tides and antibody drug conjugates is already used in the clinic
(Strosberg et al, 2017; Sartor et al, 2021) and many developments
are ongoing to target both cancer cells and the tumor microenviron-
ment that surrounds them, such as activated platelets or cancer-
associated fibroblasts (CAFs) (Dal Corso et al, 2017; Lindner
et al, 2019; Yap et al, 2019; Fabre et al, 2020).

Taken together, these data demonstrate that our radiolabeled
tools can provide very effective targeting of tumor cells and are
highly relevant for a rapid transfer to the clinic.

Results
Netrin-1 is a poorly diffusible matrix-binding protein

In order to follow netrin-1 by radio-imaging in vivo, we first had to
precisely localize the protein. Indeed, recent studies suggested that
netrin-1 may not be as diffusible as originally thought during embry-
onic development (Serafini et al, 1996; Dominici et al, 2017). To our
knowledge, no one has addressed this issue in pathological conditions
and more specifically in cancer. IHC analysis of netrin-1 levels in
human tumors showed that the protein was present in the basement
membrane and in the intercellular space of tumor cells, indicative of
its accumulation in the extracellular matrix (Fig 1A and B). To further
investigate the level of netrin-1 diffusion, we conducted immunoblots
of cells expressing netrin-1 (4T1 and EMT6 cell lines) or not (67NR)
collected from plastic dishes with or without SDS, capable of solubi-
lizing matrix proteins. Netrin-1 could be clearly measured in deter-
gent conditions, in which it is detached from the matrix, compared
with control cells, indicating that it may bind to the matrix (Fig 1C
and D). We thus used heparin treatment, a procedure routinely used
to separate matrix and sugar residues from cells growing in plastic
plates (Serafini et al, 1994). While no netrin-1 was detected in the con-
ditioned medium from netrin-1-expressing 4T1/EMTG6 cells in non-
heparin-treated condition, when heparin was added, netrin-1 was
detected (Fig 1E). Together, these data support the view that netrin-1
is only poorly diffusible and binds to the matrix. In order to study the
molecular mechanisms and protein interactions necessary for the
binding of netrin-1 to the matrix, we sought to identify potential
molecular partners of netrin-1 within the matrix components, by
conducting a biolayer interferometry (BLI) screen (Fig 1F). Human
fibronectin was used as a negative control. Of interest, we identified
that netrin-1 strongly bound to the matrix-forming proteins laminin-I
(Kq = 29.5 nM), lumican (K4 = 15.5 nM), fibronectin leucine-rich
transmembrane protein (FLRT1) (Kgq = 15.5 nM), integrin a6p4
(Kg = 0.96 nM), glypican-1 (K4 = 15.6 nM), and vitronectin
(Kq=06.85 nM; Fig 1F and G).

Together, these results argue in favor of netrin-1 sequestration
by the matrix rather than its diffusion in the cell microenvironment.
Netrin-1 being immobilized in the extracellular matrix of tumor

© 2023 The Authors
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Figure 1. Netrin-1 binds to and is retained within the extracellular matrix (ECM).

A Representative bright field micrographs of netrin-1 immunohistochemistry in formalin-fixed paraffin-embedded human ovarian, endometrial, and hepatocellular car-

cinoma (HCC) tumor sections. Scale bar 50 um.

B Quantification by immunoblots of netrin-1 in the ECM of cancer cells of human tumors (n = 3, error bars are s.d.). The vertical line corresponds to the intercellular
zone.

C Selection of models expressing netrin-1 by immunoblot.

D Immunoblots quantification of netrin-1 in samples harvested with or without SDS lysis buffer.

E Quantification by immunoblots of netrin-1 in concentrated supernatants from cells treated or not with heparin.

F  Analysis of h-netrin-1 (human recombinant netrin-1) binding to ECM components: mouse laminin-I (m-Laminin-1), recombinant human vitronectin, recombinant

human lumican, recombinant human integrin a6B4, recombinant human glypican-1, and recombinant human FLTR1 by biolayer interferometry assays.
G Kgq calculation after biolayer interferometry analysis of the experiment presented in (F).

Source data are available online for this figure.

cells, we hypothesized that netrin-1 could be detected by in vivo
molecular imaging. Thus, we aimed at developing a netrin-1-
targeted radiotracer for nuclear imaging.

Characterization of a new companion test for real-time
netrin-1 detection

Personalized medicine approaches rely on biomarker assessment to
guide decision-making for effective cancer patient management.
Accordingly, we assumed that netrin-1 protein levels would be key
to selecting patients eligible for anti-netrin-1 treatment. To develop
a real-time noninvasive companion test to specifically monitor
netrin-1 expression, we prepared novel radiotracers by conjugating

© 2023 The Authors

NP137 or fragments of it (Fab or F(ab’),) to metal chelators (DOTA
or NODAGA; Fig 2A-C), which in turn allowed for loading with
radioactive indium-111 (*''In, half-life of 67 h), routinely used in
nuclear imaging and detectable by SPECT imaging (Ritt, 2022). The
three molecules '''In-NP137, '''In-NP137-Fab, and '''In-NP137-F
(ab’), were designed to assess their diffusion and accumulation
properties in vivo. The full-size '''In-NP137 was presumed to have
a longer in vivo half-life, ''In-NODAGA-NP137-Fab to penetrate the
tumor more rapidly, and '''In-NODAGA-NP137-F(ab’), to penetrate
faster than the full-size agent and with better retention than the Fab
construct due to better affinity and avidity. We first verified by BLI
that the conjugation of the metal chelator did not disturb the ability
of NP137, NP137-F(ab’),, and NP137-Fab to bind netrin-1 and to
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Figure 2. Characterization of conjugated NP137 fragments.

A Chemical representation of DOTA (1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetraacetic acid) and NODAGA (1,4,7-triazacyclononane, 1-glutaric acid-4,7 acetic acid)

immunoconjugates.

m o 0O ®m

Source data are available online for this figure.

inhibit the binding of netrin-1 to its receptors (Fig 2D). We observed
that the chelator did not alter the affinity of the full-size antibody or
its fragments, as evidenced by a Kq in the nanomolar range (Figs 2D
and E, and EV1A and B).

Next, to analyze the capacity of these molecules to detect netrin-
1 in vivo, we engrafted netrin-1-positive 4T1 cells and netrin-1-
negative 67NR cells in syngeneic mice. Engrafted animals were
injected with radiolabeled immunoconjugates, and radioactivity
uptake was monitored by SPECT/CT imaging. A rapid '''In-
NODAGA-NP137 uptake was detectable in 4T1 tumors, whereas that
of "'In-NODAGA-NP137-F(ab’), was slower, and that of ''In-
NODAGA-Fab negligible (Figs 3A and EV2A and B). Interestingly,
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Representation of full anti-netrin-1 (NP137), F(ab’),, and Fab conjugated to NODAGA or DOTA chelators (in red).

NP137 fragments were produced by enzymatic cleavage and subjected to electrophoresis in denaturing or nondenaturing conditions.

Biolayer interferometry analysis of netrin-1/NP137 and derivates after NODAGA bioconjugation. Numbers indicate the concentration in nM of NP137 and derivates.
Kq4 calculation after biolayer interferometry analysis of the experiments presented in d and compared with K4 of nonmodified NP137.

no enhancement of radioactive signal was detected in 67NR tumors,
indicating that uptake was specific to netrin-1-expressing tumors
(Figs 3B and EV2C and D). The incorporation ratio of radioactivity
in 67NR versus 4T1 tumor cells was determined over time, and an
accumulation of 14.1% of total injected radioactivity was measured
in netrin-1-positive tumors at 48 h compared with 1.97% in netrin-
1-negative tumors (P < 0.001; Fig 3C). To detect possible nonspe-
cific binding of NP137, we quantified indium-111 uptake within
organs, following mouse sacrifice and organ removal. We observed
a peak in the incorporation of 28% of the injected dose/g of organ
72 h post injection in netrin-1-positive tumors, other tissues
displaying minimal radioactive signal enhancement, highlighting

© 2023 The Authors
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A Maximum Intensity Projection of Tomographic scintigraphy and X-ray CT of the whole body of a Balb/c] mouse bearing a 4T1(netrin-1-positive) tumor, acquired 24,

48,72, and 96 h after IV injection of NP137-NODAGA-In.

B Maximum Intensity Projection of Tomographic scintigraphy and X-ray CT of the whole body of a Balb/c mouse bearing a 67NR (netrin-1-negative) tumor, acquired

24, 48,72, and 96 h after IV injection of NP137-NODAGA-"In.

C Tumor biodistribution ratio of NP137-NODAGA-""In in Balb/c) mice bearing 4T1 xenograft versus 67NR xenografts at 24 h (4 mice), 48 h (4 mice), 72 h (4 mice) and

96 h (4 mice); Two-way ANOVA; Error bars indicate s.d.

D Biodistribution properties of NP137-NODAGA-""*In in a Balb/c) mouse bearing 4T1 xenografts at 48 h (4 mice), 72 h (4 mice), and 96 h (3 mice). Radioactivity incorpo-
ration was quantified by the percentage of the injected dose per gram of organ. Error bars indicate s.d.
E  Maximum Intensity Projection of Tomographic scintigraphy and X-ray CT of the whole body of a Balb/c) mouse bearing an EMT6 (netrin-1-positive) tumor, acquired

24, 48,72, and 96 h after IV injection of NP137-NODAGA-"In.

F Maximum Intensity Projection of Tomographic scintigraphy and X-ray CT of the whole body of a NMRI nude mouse bearing a H358 (netrin-1-positive) tumor,

acquired at 24, 48, 72, and 96 h after IV injection of NP137-NODAGA-***In.

G Whole-body autoradiography of NP137-NODAGA-'*!In in Balb/c] mice bearing a 4T1 (top) or an EMT6 (bottom) tumor using a beta imager system.
H Analysis of the autoradiography ratio of NP137-NODAGA-""!In in tumor versus bone in Balb/c] mice bearing EMT6 (n = 14 relative values) or 4T1 (n = 24 relative
values) tumors. Whiskers indicate min to max, Central band of the box indicates the median, bottom of the box indicates Q1, and top of the box indicates Q3.

Source data are available online for this figure.

the specificity of '''In-NODAGA-NP137 (Fig 3D). Taken together,
these data demonstrate that tumoral indium-111 accumulation is
more efficient with the full-size antibody compared with the Fab or
F(ab’), constructs (Figs 3C and EV2E and F).

Finally, we confirmed the accumulation of NP137-''In in
another mouse tumor model, EMT6, and in a human xenograft
model H358 both expressing netrin-1 at different levels with tumoral
uptakes in both models (Figs 3E and F, and EV3A-E). The specific

© 2023 The Authors

accumulation of NP137 within tumors was further assessed by ex
vivo autoradiography showing peaks of signal within 4T1 and EMT6
tumor models and corroborating the in vivo imaging results
(Fig 3G). To verify the level of toxicity of NP137-'"'In compound,
we also analyzed the ratio of radioactivity measured between the
tumor and bone, which is the niche of hematopoiesis and a prime
location for the sequestration of drugs in patients, and observed a 6-
and 4-fold higher radioactivity capture in EMT6 and 4T1 tumors,
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respectively, than in the bone suggesting minimal off-target accumu-
lation (Fig 3H).

NP137-77Lu as a new theranostic compound to target
aggressive tumors

Based on our findings on '!'In-radiolabeled NP137 uptake by
tumors, we wondered whether the antibody could be coupled to a
therapeutic agent. Indeed, even though NP137 has shown encourag-
ing antitumoral results in clinical settings, imaging data shown here
supported the use of NP137 as a potential vector to deliver radio-
therapy. Given that the incorporation of the antibody into these
tumors was rapid, specific, and that it accumulated in the extracellu-
lar matrix (ECM) of these cells, we developed a radiolabeled mole-
cule comprising the anti-netrin-1 antibody NP137 fused to the
radionuclide lutetium-177. NP137-DOTA-'""Lu  (or thereafter
NP137-'77Lu), that emits beta radiation (half-life of 6.7 days), was
shown to damage/kill cancer cells in prostate and neuroendocrine
tumors (Tagawa et al, 2013; Strosberg et al, 2017). We observed
that '”’Lu binding to the anti-netrin-1 mAb does not alter the stabil-
ity of the antibody via a radiolysis phenomenon. NP137-1"’Lu was
stable for over 7 days in a human plasma sample without the
release of potentially toxic metal ions (Fig EV4A). To analyze the
tumor growth inhibitory capacity of this compound, we treated mice
engrafted with 4T1 and EMT6 tumors, using a single dose of NP137-
DOTA, as a control, or NP137-'7"Lu. Single injection of NP137-'"7Lu
(< 10 MBg/mouse) significantly decreased tumor growth associated
with a two-fold increase in mouse disease-free survival (P < 0.001;
Fig 4A and B). Comparison of the chelators DOTA or NODAGA for
loading of lutetium-177 and their effect on NP137-'"’Lu-mediated
tumor growth inhibition and survival did not show any difference
suggesting that both chelators had an equal performance (Fig EV4B
and C). Therapeutic efficacy of NP137-177Lu was further assessed in
the human lung cancer xenograft model H358 where, once again,
the treatment significantly reduced the rate of tumor growth corrob-
orating a clear antitumoral effect (P < 0.001; Fig 4C). The reduction
in tumor growth was shown to be mediated by an increase in tumor
cell apoptosis, as detected by caspase-3 cleavage, and a decrease in
tumor proliferation, as detected by Ki67 staining (Fig 4D and E).

Radiolabeled NP137 as new diagnostic tools for early tumor
detection and treatment of a transgenic cancer model

Xenografts and patient-derived xenografts (PDXs) are highly impor-
tant models for studying human disease, but they are limited in their
capacity to reflect the pathophysiological conditions linked to tumor
development and its microenvironment, including the vasculariza-
tion and the immune microenvironment. In order to assess the
value of radiolabeled NP137 in detecting and treating tumors in an
in vivo setting reflecting human tumor development, we tested our
radiotracers in the transgenic model of spontaneously developing
luminal mammary cancer MMTV-NeuT (Guy et al, 1992), which
expressed netrin-1 as illustrated by immunoblotting (Fig 5A and B).
SPECT/CT imaging using NP137-'''In of in situ lesions showed a
strong staining in fat pad tissues in all 10 mammary glands with
incorporation peaking 48 h post injection (Fig 5C and D). A large
tumor uptake close to 10% of ID/tumor at 96 h postinjection was
measured in all tumors highlighting the sensitivity of the nuclear
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medicine contrast agent for netrin-1-positive tumors. The MMTV-
NeuT model is known to develop a number of mammary tumor foci
in all mammary fat pads and it is very interesting to note that some
tumors were visible even before their detection by mammary palpa-
tion, advocating for the use of NP137-'"'In as a potential tool for
early cancer detection and to monitor the appearance of metastatic
lesions derived from netrin-1-overexpressing primary tumors
(Fig 5D and E). As this model nicely mimics human disease, we
therefore performed similar experiments for targeted radionuclide
therapy with NP137-“Lu in this transgenic mouse model that
resulted in an increase in the overall survival, highlighting the
strong antitumoral effect of the NP137-'"’Lu radioimmunoconjugate
(P < 0.001; Fig SF). Taken together, the use of radiolabeled NP137
for theranostic purpose proved feasible. Netrin-1-positive tumors
could be reliably identified and then subjected to targeted radiother-
apy slowing down tumor growth and prolonging survival.

Discussion

Radiolabeling is a very promising tool to trace, visualize, and detect a
protein that is secreted, albeit trapped in the ECM as shown in the pre-
sent proof-of-concept study for the axon guidance cue netrin-1. How-
ever, other tumor-specific matrix-embedded proteins could probably
be detected by similar strategies as long as these specific proteins—
for example, axon guidance ligands, morphogens, and cellular
secreted ligands—are specifically re-expressed in cancer settings.

Here, we demonstrated that netrin-1 was not freely diffusible in
the cell microenvironment but adheres to the ECM. Indeed, netrin-1
was initially described for its role in neural development as a
secreted molecule that generates a diffusible gradient in the sur-
rounding microenvironment (Serafini et al, 1996; Kennedy, 2006).
This dogma was recently questioned, as netrin-1 was shown to be
actively transported during brain formation (Dominici et al, 2017;
Varadarajan et al, 2017), and is corroborated by our results demon-
strating that netrin-1 is retained in the ECM by interacting with
matrix proteins. We not only clearly observed its radiolabeled accu-
mulation in the tumor (and probably ECM) but were also unable to
detect netrin-1 in the serum of patients and mice (by ELISA or mass
spectrometry). Further studies are required to understand the trans-
port/dissemination of netrin-1 in order to provide a complete and
more dynamic picture of the mechanisms in which it is involved,
such as inflammation (Barnault et al, 2022).

Based on this lack of diffusibility, we elaborated a new compan-
ion test for the in vivo detection of netrin-1. Netrin-1 has been char-
acterized as a therapeutic target in several types of cancers currently
evaluated in several clinical phase Ia/b and II trials (NCT04652076;
NCT05605496; NCT05546853; NCT05546879; Cassier et al, 2019).
However, because of the lack of a conventional test (i.e., serum
detection with ELISA, mass spectrometry, and robustness of patho-
logical analyses quantifying netrin-1 expression in FFPE samples),
there is a need for an innovative, simple, and robust companion test
to detect netrin-1 expression in tumors. Having identified netrin-1 as
being immobilized and accessible in the ECM of tumor cells, we
elaborated a new companion test for noninvasive in vivo imaging by
a nuclear medicine SPECT/CT approach. Previously, an alternative
imaging approach for netrin-1 was explored using netrin-1-targeted
microbubbles for ultrasound molecular imaging (Wischhusen
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Figure 4. A new radiolabeled NP137-based anticancer therapy.

A

(Top) Balb/c) mice were engrafted with EMT6 cells by subcutaneous injection of 1 million cells. After 5 days, animals were treated by IV injection of PBS, DOTA-NP137,
or NP137-77Lu. n = 9 animals/group for PBS and DOTA-NP137; n = 12 animals/group for NP137-*7Lu; P < 0.001 between PBS and NP137-'"7Lu and between DOTA-
NP137 and NP137-"/Lu (Two-way ANOVA) between PBS and NP137-'"/Lu and between DOTA-NP137 and NP137-"/Lu. Error bars indicate s.e.m. (Bottom)
NP137-Y"Lu survival of mice engrafted with EMT6 cells. Kaplan—Meier survival curves of mice treated or not with DOTA-NP137. Mantel-Cox test; n = 9 animals/group
for PBS and DOTA-NP137; n = 12 animals/group considered as dead at a tumor volume of 2,000 mm? for NP137-*7Lu; P < 0.001 between PBS and NP137-""Lu and
between DOTA-NP137 and NP137-Lu.

(Top) Balb/c mice were engrafted with 4T1 cells by subcutaneous injection of 1 million cells. After 8 days, animals received IV injections of PBS, DOTA-NP137, or
NP137-Y"7Lu; n = 10 animals/group for PBS and DOTA-NP137; n = 9 animals/group for NP137-'"/Lu; P < 0.001 between PBS and NP137-*"/Lu and between DOTA-
NP137 and NP137-'"7Lu (Two-way ANOVA). Error bars indicate s.e.m. (Bottom) NP137-'""Lu survival of mice engrafted with 4T1 cells. Kaplan—Meier survival curves of
mice treated or not with DOTA-NP137. Mantel-Cox test; n = 10 animals/group for PBS and DOTA-NP137; n = 9 animals/group considered as dead at a tumor volume
of 2,000 mm? for NP137-*7Lu; P = 0.002 between PBS and NP137-*7Lu and between DOTA-NP137 and NP137-'77Lu.

(Top) NMRI nude mice were engrafted with H358 cells by subcutaneous injection of 5 million cells and considered as dead when tumor volume reached 2,000 mm?.
After 15 days, animals were treated by IV injection of PBS, DOTA-NP137, or NP137-7Lu; n = 8 animals/group for PBS and DOTA-NP137; n = 9 animals/group for
NP137-Y7Lu; P < 0.001 between PBS and NP137-*7Lu and between DOTA-NP137 and NP137-'""Lu (2-way ANOVA) between PBS and NP137-'""Lu and between
DOTA-NP137 and NP137-*7Lu. Error bars indicate s.e.m. (Bottom) NP137-*”Lu survival of mice engrafted with H358 cells. Kaplan—Meier survival curves of mice
treated or not with DOTA-NP137. Mantel-Cox test; n = 8 animals/group for PBS and DOTA-NP137; n = 9 animals/group for NP137->/Lu; P = 0.025 between PBS and
NP137-"7Lu and between DOTA-NP137 and NP137-""Lu.

(Left) Quantification of Ki67 expression in EMT6 tumors harvested in Balb/c] mice 7 days post injection of PBS, DOTA-NP137, or NP137-*"/Lu. (Right) Representative
bright field micrographs of Ki67 immunohistochemistry in formalin-fixed paraffin-embedded EMT6 tumors harvested in Balb/c) mice 7 days post injection of PBS,
DOTA-NP137, or NP137-*"/Lu; n = 4 mice per groups; One-way ANOVA. Error bars indicate s.e.m. Scale bar: 50 pm.

(Left) Quantification of cleaved caspase-3 expression in EMT6 tumors harvested in Balb/c) mice 7 days post injection of PBS, DOTA-NP137, or NP137-"’Lu. (Right) Rep-
resentative bright field micrographs of cleaved caspase-3 immunohistochemistry in formalin-fixed paraffin-embedded EMT6 tumor harvested in Balb/c) mice 7 days
post injection of PBS, DOTA-NP137, or NP137-*"7Lu; n = 4 mice per groups; One-way ANOVA. Error bars indicate s.e.m. Scale bar: 50 pum.

Source data are available online for this figure.

et al, 2018). However, ultrasound molecular imaging is still in its
infancy, and targeted microbubble contrast agents are not readily
available for clinical translation, while 3D reconstructed SPECT/CT
images are already the standard practice for patient care and can be

© 2023 The Authors

used to visually identify uptake and perform image-based quantifi-
cation, as in current '7“Lu-based therapies (peptide receptor or
PSMA; Strosberg et al, 2017; Sartor et al, 2021). Therefore, we
selected SPECT/CT imaging as a novel imaging modality, which
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Figure 5. Detection of early tumor lesions and treatment of physiological tumors.

A Schematic representation and location of the 10 mammary glands in mice.

B Detection of netrin-1 expression in the MMTV/neuT model by immunoblots (Tumor 1 to 3).
C H&S immunohistochemistry in formalin-fixed paraffin-embedded mammary glands of MMTV/neuT mice. Scale bar represents 200 pm.
D Maximum Intensity Projection of Tomographic scintigraphy and X-ray CT of the whole body of a transgenic MMTV/neuT mouse to develop mammary tumors,

acquired 24, 48, and 72 h after injection of NP137-NODAGA-"In.

E Biodistribution properties of NP137-NODAGA-""*In in MMTV/neuT mice at 96 h (3 mice) and measured for all organs. Radioactivity incorporation was quantified by

the percentage of the injected dose per gram of organ. Error bars indicate s.d.

F  NP137-'"7Lu enhances MMTV/neuT mouse survival. Mice were treated at 3.5 months with PBS, DOTA-NP137, or NP137->/Lu. Kaplan—Meier survival curves of mice
treated or not with NP137 and considered as dead when cumulative tumors volume reached 2,000 mm?>. Mantel—Cox test; n = 10 animals/group for PBS; n = 14 ani-
mals/group for DOTA-NP137; n = 8 animals/group for NP137-*7Lu; P < 0.001 between PBS and NP137-'""Lu and between DOTA-NP137 and NP137-"7Lu.

Source data are available online for this figure.

also provided us with the perspective of moving forward to targeted
radiotherapy. To identify the best molecule for SPECT imaging, we
designed three different agents based on the clinically used NP137
antibody: a complete NP137-IgG1, NP137-F(ab’),, and NP137-Fab.
Even though all three molecules bound strongly to netrin-1, a signif-
icant difference in their in vivo accumulation within tumors was
observed; notably, a higher penetration of NP137-IgG1 and NP137-F
(ab’),. This difference was likely due to the half-life and stability of
the molecules when injected into the bloodstream. The complete
NP137-IgG1 form displayed the best accumulation within tumors
and the most promising results for transfer to the clinic as a com-
panion test for the ongoing clinical trial to perform therapy response
prediction to NP137 and monitor netrin-1 expression during ther-
apy. This tumor uptake is globally linked also to netrin-1 protein
levels, the antibody is not retained by 67NR tumors that do not
express the target, whereas it is concentrated in the 3 tumor lines
tested, that express netrin-1 at different levels. Other parameters will
have to be analyzed in future studies; tumor uptake is higher in 4T1
than in EMT6, which expresses more netrin-1 in vitro. We can

8 of 13 EMBO Molecular Medicine 15: 16732 | 2023

assume that the composition of the extracellular matrix plays a role
in the retention and diffusion of netrin-1. Other parameters also influ-
ence the binding of radiolabeled antibodies, such as the tumor micro-
environment, and perfusion by blood and lymphatic vessels. It has
also been described that the genetic background of animal models, in
particular in immunodeficient animals, severely modifies tumor
uptake, probably because the lack of circulating antibodies in these
animals causes an injected antibody to be taken up by Fc receptors,
and therefore strongly lowers its half-life, diffusion and thus tumor
incorporation (Sharma et al, 2018). This hypothesis may explain why
we see less uptake of NP137-'"In in the human H358 model. Based
on our results, we can state that there is a minimal off-target signal
with NP137-"""In in our preclinical models, as evidenced by the low
tumor incorporation in the netrin-1-negative tumor model 67NR and
in other organs. These results are in line with the fact that netrin-1 is
not widely expressed in adult noncerebral tissues and a knockdown
of netrin-1 in adult mice does not show any drastic phenotype.
Instead, netrin-1 seems specifically re-expressed in tumoral tissues.
The axonal guidance cue netrin-1 is expressed in the adult central
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nervous system. However, selecting the full-length antibody may
have prevented penetration through the blood-brain barrier as there
was no radioactivity detected in the brains of the animal models
employed, suggesting a prevention of brain toxicity. More generally,
targeting of proteins expressed by developmental genes that are re-
expressed during tumor formation seems to be key to improving the
specificity and reliability of tumor imaging.

Based on the strong tumor incorporation of anti-netrin-1 mAb in
netrin-1-positive tumors, we designed a new molecule, in which we
fused NP137-DOTA with lutetium-177 to form NP137-'"Lu.
Lutetium-177 is a §~ emitter able to deliver a strong dose of radia-
tion in a range of 1.8 mm within the tumor tissue (Strosberg
et al, 2017; Sartor et al, 2021). Upon the specific accumulation of
NP137-'”’Lu in the netrin-1-positive tumor models, we noted a sig-
nificant decrease in tumor growth, which was correlated with better
survival of tumor-bearing mice and confirmed that our strategy
based on localized delivery of radiation to netrin-1-positive tumors
in living animals was effective for tumor treatment. Of interest, in
some of the models used here, for example, the EMT6-engrafted
model, NP137 as a single agent failed to show antitumor activity
while a single NP137-'"Lu injection was associated with tumor
growth-inhibiting effects. The phase I and now ongoing phase II
clinical trials of NP137 showed an excellent safety profile of NP137
and basically no toxicity related to target inhibition. Studies have
shown that '"“Lu-based radiopharmaceuticals also have generally
low side effects compatible with clinical development. Therefore,
the combination of NP137 and '”’Lu to generate the radio-
therapeutic compound NP137-'7Lu provides an optimal treatment
approach with high potential for clinical translation for use in
patients with refractory tumors. Although our study showed no
clear difference between DOTA and NODAGA, the choice of a single
chelator will be important for faster clinical development to perform
the imaging and therapy phases with the same NP137-DOTA/
NODAGA GMP batch.

Our study therefore provides important proof-of-concept data on
the multifaceted use of NP137 not only for diagnostic but also thera-
peutic purpose and the immediate possibility to transfer ''In- and
7Lu-radiolabeled NP137 to humans.

Materials and Methods
Human tumor samples

The usage of all patient tumor samples was conducted according to
the rules of WMA Declaration of Helsinki. The Belmont Report and
the Ethic Committee of the Medical Board (CHU Lyon) agreed to
these investigations. Informed consent was obtained from all
patients. The collection of samples has been performed on primary
tumors from patients treated at the Hospices civils de Lyon and
specimens are conserved in the pathology department.

Tumor cell lines
4T1 and 67NR murine mammary carcinoma cells and human pul-
monary adenocarcinoma H358 cells were obtained from ATCC and

cultured in RPMI-1640 (ATCC) medium supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS, Gibco) and antibiotics (streptomycin and

© 2023 The Authors
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penicillin). EMT6 murine mammary carcinoma cells were obtained
from ATCC and cultured in Eagle Minimum Essential Medium
(EMEM, ATCC) supplemented with 10% FBS and antibiotics (strep-
tomycin and penicillin). The cells were maintained in culture at
37°C under a humidified atmosphere composed of 20% O, and 5%
CO, as previously described (Gibert et al, 2014).

The cells have been tested for mycoplasma infections for use in
mice but were not authenticated prior to the submission of the article.

Western blots

Confluent cells were washed with cold PBS and lysed in lysis buffer
(Tris 10 mM pH 7.6; SDS 5%; glycerol 10%; Triton X-100 1%, DTT
100 mM). After sonication, proteins were assayed using the Pierce
660 nm protein assay reagent (Thermo Fisher Scientific), run on 4-
15% SDS—polyacrylamide gels (Bio-Rad), and transferred to nitrocel-
lulose membranes using the Trans-Blot Turbo Transfer (Bio-Rad).
The membranes were blocked for 1 h at room temperature with 5%
fat-free milk powder for primary and with 5% bovine serum albu-
min (BSA). Staining was performed overnight with a primary anti-
body: netrin-1 antibody (1/1000 dilution; Ab126729, Abcam); actin
antibody (1/2500 dilution Sigma, A3854). After washing, the mem-
branes were incubated with a secondary rabbit anti-goat antibody
coupled with horse radish peroxidase (HRP) for 1 h at room temper-
ature. The West Dura (Pierce) chemiluminescence system was used
to intensify the signal. Imaging was performed using Chemidoc
Touch (Bio-Rad).

For the binding of netrin-1 in cellular matrix, 1 x 10° cells were
plated in a 100 mm? culture dish. 24 h after, cells were treated with
200 pg/ml of heparin sodium salt from porcine intestinal mucosa
(H3147-100KU, Sigma) diluted in 4 ml of medium without FBS.
After one night of incubation, the supernatant was collected. Centri-
cons centrifugal filters were used to concentrate the protein in the
collected supernatant. Pierce 660 nm protein assay reagent (22660,
Thermo Fisher Scientific) was then used to determine the concentra-
tion of protein, 30 pg of proteins was loaded on immunoblots.

In vivo preclinical models

The human monoclonal antibody NP137 (anti-netrin-1) was kindly
provided by Netris Pharma (Lyon, France). Female Balbc/J mice,
8 weeks old, were obtained from Janvier Laboratories (Le Genest-
Saint-Isle, France). All syngeneic breast cancer cells, 1 x 10° of
EMTG6, 5 x 10° of 4T1, and 1 x 10° of 67-NR, were subcutaneously
transplanted into the dorsal flank of 8-week-old female Balbc/J
mice. The mice were maintained under specific pathogen-free condi-
tions (Anican, Lyon, France, and Imthernat facility, HCL Lyon,
France) and stored in sterilized cages with filter lids. Their care and
accommodation were in accordance with European and French
institutional guidelines as defined by the local CECCAP Ethics Com-
mittee (CECCAPP_CLB_2020_024; Jiang et al, 2021). The human
cell lines H358 (1 x 10° cells) were grafted into 8-week-old female
NMRI immunocompromised mice and maintained under the same
conditions.

Tumor volumes were assessed by measuring two perpendicular
tumor diameters with a caliper three times a week. Individual tumor
volumes were calculated as follows: V = (a*b?®)/2; a being the larg-
est diameter, b the smallest. When tumors reached a volume of

EMBO Molecular Medicine 15: e16732|2023 9 of 13

TLTHLIL8IE6:0PHI:008B:R19:4 190 [0RT dI WOl +Z0T ‘T ¥sndny uo S10-ssaxdoquia’mmm//:sdny woiy popeoumo(]



EMBO Molecular Medicine

200-400 mm?, mice were randomly separated into groups of ani-
mals and treated with either '''In-NODAGA-NP137, '''[n-NODAGA-
NP137-Fab, '''In-NODAGA-NP137-F(ab’),, or '''In-DOTA-NP137
(see Materials and Methods below for their production) and
subjected to live imaging. For all experiments, mice were anesthe-
tized using a gas protocol (isoflurane/oxygen [2.5%/2.5%]).

Anticancer treatments with either PBS, NP137-DOTA, or NP137-
DOTA-"""Lu (called hereafter NP137-'7"Lu) were conducted in one
single injection (when tumors reached 50-100 mm®) with 7—
10 MBg/mouse of lutetium-177. Tumor growth was monitored until
tumor volume reached 2,000 mm?®, which was the endpoint of the
protocol for sacrifice and ex vivo analysis. The animals were at this
stage considered dead in all the Kaplan—-Meier survival analyses.

For immunohistochemistry (IHC) analysis, tumors were collected
10 days after treatment, embedded in paraffin, and sectioned into
10 pm slices. Tumor histology was studied after hematoxylin-
phloxinB-saffron, Ki67, and cleaved caspase-3 staining of tumor
slides at the Pathology-Research Platform (CRCL-France).

MMTV-NeuT mice were generated in the facilities of Anican
(Lyon), France. Females spontaneously developed numerous tumor
foci in the mammary glands (Guy et al, 1992). Imaging was
performed under the same conditions as above. For the therapy part,
mice were treated with either PBS, control antibody, or NP137-'7"Lu
3 months after birth. Survival was determined when the cut-off point
of 2,000 mm? of cumulative tumor volume was reached.

Conjugation

1 ml of the anti-netrin-1 antibody, NP137 (10 mg/ml), was trans-
ferred to an Amicon Ultra-15 50 k (UFC905096). Diafiltration
against 0.1 M phosphate buffer (pH 8.0) treated with 1.2 g/l of
Chelex 100 was then performed. This step was repeated seven times
using 10 ml of 0.1 M phosphate buffer (pH 8.0) solution with a
25 min centrifugation at 4,900 rpm between each wash. NP137 con-
centration was then calculated with a nanodrop. The concentration
of the antibody was adjusted in order to reach 50 puM. Stock solution
of DOTA-NHS ester or NODAGA (1,4,7-triazacyclononane, 1-
glutaric acid-44,7 acetic acid)-NHS ester (CheMatech (C084)) was
dissolved in ultrapure water at a concentration of 10 mg/ml
(=13.13 mM). 50 uM of NP137 was combined with required
DOTA-NHS or NODAGA-NHS solution at a ratio of 1:25. Reactions
were conducted at room temperature for 4 h and transferred to 4°C
for continuous end-over-end mixing overnight. Diafiltration against
PBS (Chelex) was then performed. This step was repeated seven
times using 10 ml of PBS (Chelex) with a 25 min centrifugation at
4,900 rpm between each wash. DOTA/NODAGA-NP137 concentra-
tion was calculated with a nanodrop.

Generation of Fab and F(ab’), fragments and synthesis of DOTA
and NODAGA-immunoconjugates

Proteolytic fragments of NP137 were generated using Pierce™ Fab
and F(ab’), Preparation kits according to the manufacturer’s instruc-
tions (ref 44985 and 44988, Thermofisher, France). For conjugation
of DOTA or NODAGA to surface lysine residues, NP137 and its frag-
ments were conjugated at a molar ratio of 25:1 chelate:antibody
with DOTA-NHS-ester or NODAGA-NHS ester (Chematech, Dijon,
France) in metal-free buffers prepared using Chelex-100 resin (Bio-
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Rad, 142-1253). Briefly, 50 uM antibodies were exchanged by diafil-
tration against 0.1 M phosphate buffer (pH 8.0), then mixed with
1.25 mM DOTA-NHS-ester or NODAGA-NHS-ester for 4 h at 25°C
on a rotator. The reaction was placed at 4°C for continuous end-
over-end mixing overnight. Excess chelator was removed by diafil-
tration against PBS. Immunoconjugates were stored at 4°C.

Radiolabeling

NODAGA-NP137, NODAGA-NP137-Fab, or NODAGA-NP137-F(ab’),
(40-70 ul, 5 mg/ml) were radiolabeled by adding 400 pl of acetate
buffer 0.1 M pH 5.5 and 40-400 MBq of high purity '''InCl; in
hydrochloric acid solution (Curium, Petten, The Netherlands). The
mixture was incubated for 30 min at 37°C. The reaction was stopped
with 100 pl of a 1 mM aqueous solution of DTPA. Free '''In was
removed using a PD-10 column (GE Healthcare, GE17-0851-01). The
column was first washed with 15 ml of 0.1 M pH 5.5 acetate buffer,
the labeled mixture was then loaded onto the column and eluted
with acetate buffer. '''In-NODAGA-NP137, ''In-NODAGA-NP137-
Fab or '''In-NODAGA-NP137-F(ab’), were first eluted. The radio-
chemical purity (RCP) of each 0.5 ml fraction was evaluated using
ITLC-SG (Biodex, Tec-control black) and 50 mM citrate buffer (pH
5.5) as the mobile phase and was assayed with a gamma isotope
TLC analyzer (Scan-Ram, Lablogic, Villebon-sur-Yvette, France).
Radiolabeled NP137 remained at the origin while unbound '''In®" or
"n-DTPA complex migrated with an Rf of 0.9-1. The fractions
with the highest radiochemical purity (RCP) were pooled.

For stability testing, an aliquot of radiolabeled ''In -NODAGA-
NP137, "''In-NODAGA-NP137-Fab or '''In-NODAGA-NP137-F(ab’),
was incubated at 37°C in 2 ml PBS (pH 7.4) and the RCP was evaluated
using ITLC-SG and 0.1 M citrate buffer pH 5.5 as the mobile phase.

77Lu-radiolabeled DOTA was obtained according to the proce-
dure described above starting from '”’LuCl; in hydrochloric acid
(Endolucin®, ITM, Germany).

Biodistribution studies

1-10 MBq of radiolabeled ''In-NODAGA-NP137, '''In-NODAGA-
NP137-Fab, ''In-NODAGA-NP137-F(ab’), or ''In DOTA-NP137, in
a maximum volume of 100 pl were injected intravenously (IV) into
tumor-bearing mice (n = 3 or 4 for each group). Mice were then
sacrificed at defined times: 4, 24, 48, 72, and 96 h after injection by
cervical dislocation. Tissues of interest (blood, heart, lungs, gonads,
bones, spleen, kidneys, muscle, digestive tract, brain, and skin)
were removed, weighed and the radioactivity was counted for 5 min
in a gamma scintillation counter (Wizard® gamma counter, Perkin
Elmer, USA). Urine and feces were collected in an individual meta-
bolic cage for housing and counting. Tissue distribution was
expressed as a percentage of the injected dose per gram (%ID/g).
Renal and hepatobiliary eliminations were expressed as cumulative
radioactivity under the total activity injected.

Imaging
Image acquisition was performed using a Nano-SPECT/CT system
for small animals (Bioscan, Washington, DC, USA). This system

consists of four detectors (215 x 230 mm? Nal, 33 PMTs) equipped
with interchangeable multi-pinhole collimators. SPECT/CT
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acquisitions were performed after IV injection of 10-15 MBq of
radiolabeled molecules at different times: 24, 48, 72, and 96 h. CT
(55 kVp tube voltage, 500 ms exposure time, and 180 projections)
and SPECT/CT acquisitions were done in tumor-bearing anesthe-
tized mice in a pron position, placed on a temperature-controlled
bed (Minerve, Esternay, France), in order to maintain body temper-
ature (set at 37°C). Image acquisition was performed for 40 min
with two 15% windows centered on the two peaks 171 and 245 keV
of ""'In. All images were reconstructed and analyzed using the InVi-
voscope software (Bioscan, Washington, DC, USA).

BioLayer interferometry

The affinity of the antibody fragments for netrin-1 was determined
by biolayer interferometry using the OctetRed96 system (FortéBio)
at 30°C with constant shaking at 1,000 rpm in PBS, 0.02% Tween-
20, 0.1% BSA (binding buffer or BB). Briefly, recombinant human
netrin-1 (R&D)-coated HIS1K biosensors were incubated with differ-
ent concentrations of antibody or fragments, and the association
was observed for 5 min. Biosensors were then incubated further in
BB for 5 min to observe dissociation of the complex. Binding kinet-
ics were evaluated with ForteBio Octet RED Evaluation software 6.1
using a 1:1 binding model to derive K,,, Kofr, and Ky values.

For netrin-1 binding within matrix proteins, all interactions were
analyzed at 30°C with constant shaking at 1,000 rpm in BB. Netrin-
1-coated-HIS1K biosensors were incubated with an increasing con-
centration series of m-Laminin-I (3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 nM)
and binding was observed for 5 min at 30°C. Netrin-1-coated-AHC
biosensors were incubated with an increasing concentration series
of hintegrin, hGlypican-1, hFibronectin, hVitronectin, hLumican,
and hFLRT-1 (3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 nM) and binding was
observed for 5 min at 30°C. Biosensors were then incubated further
in BB for 5 min to observe dissociation of the complex.

Autoradiography

NP137-'"'In uptake in tumors was analyzed by autoradiography in
Balbc/j mice bearing 4T1 and EMT6 xenografts. 72 h after intrave-
nous injection of NP137-'"1In (7.67 + 3.03 MBq), mice (EMT6 mice
n =3, 4T1 mice n = 5) were sacrificed using CO, chambers. Whole
bodies were immediately frozen in liquid nitrogen. Sections (40 um)
were cut at 100-pm intervals; sagittal slices were exposed after dry-
ing to a Biospace B Imager (Biospace Mesures, Paris, France) for
6 h. Autoradiography imaging was performed at “In Vivo Imaging in
Auvergne” (IVIA) facility (https://doi.org/10.18145/ivia).

Stability assays

For stability testing, an aliquot of the purified NP137-'""Lu was
incubated at 37°C in 2 ml PBS (pH 7.4). RCP was evaluated using
ITLC-SG (biodex, Tec-control black) and citrate buffer 100 mM
(pH 5.5) as the mobile phase. NP137-'"’Lu remained at the origin
whereas unbound '7“Lu®* migrated with an Rf of 0.9-1.

Statistical analyses

Randomization was done for the animals to homogenize the groups
around 100 mm? of tumor volume for the NP137-'""Lu treatments.

© 2023 The Authors
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The paper explained

Problem

In oncology, despite their name, targeted therapies are often given
without patient prescreening. Immunohistochemistry, the gold stan-
dard for tumor diagnosis, is largely conducted on the primary tumor,
and this diagnosis may vary or evolve once metastases appear at a
much later stage, including when no primary tumor is present any-
more. Near-real-time diagnostic approaches are therefore urgently
needed.

Results

Using netrin-1 and its blocking antibody as a proof-of-concept for
tumor therapy, we were able to visualize this tumor cell-specific pro-
tein by nuclear imaging. We used this finding to design a near-real-
time companion test for netrin-1 therapy. Tumor incorporation of
anti-netrin-1 antibody being highly efficient, we created a second
therapeutic molecule by fusing this antibody to Lutetium 177, a radio-
element capable of destroying cancer cells upon exposure. Mechanisti-
cally, we demonstrated that netrin-1, although secreted, is not as
diffusible as previously described but remains trapped in the extracel-
lular matrix and microenvironment of cancer cells, justifying its
potential as a target for vectorized radiotherapy.

Impact
Netrin-1 and more generally matrix-embedded proteins are promising
targets for both molecular imaging and radioimmunotherapy.

There were no exclusion criteria, except absence of tumors. The
experiments were not blinded.

All statistical analyses were performed using the GraphPad Prism
software (San Diego, California). Statistical (non/parametric) tests:
Mann-Whitney (U-test), ANOVA, or unpaired Student T-test were
specified within the text. Survival curves were produced according
to the Kaplan—Meier method. Data were analyzed with a Mantel-
Cox test. n defines the total number of replicates. All statistical tests
were two-sided and are specified in the text of the manuscript or in
figure legends.

Data availability
This study includes no data deposited in external repositories.
Expanded View for this article is available online.
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Les tumeurs neuroendocrines de I’intestin gréle (siNET) sont des tumeurs rares qui se
développent a partir des cellules neuroendocrines de I’intestin gréle, appelées cellules
entéroendocrines (EEC). Ces cellules sont essentielles pour la régulation de la digestion,
I’absorption des nutriments et la motilité intestinale en sécrétant diverses hormones. Bien que
les sINET croissent lentement, les patients sont souvent confrontés a des rechutes ou a des
métastases deés le diagnostic. Ces tumeurs sécrétent des neurotransmetteurs, comme la
sérotonine, pouvant entrainer un syndrome carcinoide et une cardiopathie carcinoide. Sans
traitement antisécrétoire et intervention chirurgicale rapide pour remplacer les valves
cardiaques, ces complications peuvent s’avérer fatales. Les siNET restent relativement peu
explorées, et les mécanismes moléculaires de leur tumorigenése sont encore mal compris. Des
¢tudes menées sur des petites cohortes de patients montrent que ces tumeurs présentent une
faible charge mutationnelle ainsi que peu de réarrangements chromosomiques (Elias et al.,
2021). Dans ce projet, nous proposons de déchiffrer ces mécanismes en réalisant une
cartographie détaillée de l'expression génétique de ces tumeurs, afin d’identifier d’éventuels

sous-types moléculaires.



Nous avons mené une analyse approfondie sur une nouvelle cohorte de siNET provenant de
122 patients, en intégrant des données de séquencage de I’ARN, de méthylation de I’ADN, de
génotypage ainsi que de séquencage complet du génome (WGS). Cette étude a permis
d’identifier quatre sous-groupes moléculaires distincts (épithélial, vésiculaire, immunitaire et
mésenchymateux) et cliniquement pertinents. Le groupe vésiculaire se distingue par des
cellules entéroendocrines fortement différenciées, conservant de fortes caractéristiques
neuroendocrines, et est associé a un pronostic favorable. En revanche, le groupe
mésenchymateux est prédictif d’un mauvais pronostic et d’une faible réponse aux traitements,
en raison de sa forte infiltration de fibroblastes associés au cancer, reconnus pour leur activité
pro-tumorale. Les sous-types épithélial et immunitaire n’ont pas montré de différences
significatives en termes de survie globale. Ces résultats suggerent que les siNET devraient étre
considérées comme un ensemble de sous-types distincts, plutdét que comme une seule entité,
comme cela a été le cas jusqu’a présent. Cette é¢tude constitue une ressource précieuse pour
explorer ’origine et les caractéristiques cliniques des siNET, offrant ainsi un grand bénéfice a

la communauté scientifique.

En conclusion, cet article montre que :
-les siNET peuvent étre classifiées en quatre sous-groupes moléculaires principaux
(vésiculaire, épithélial, immunitaire et mésenchymateux), chacun ayant une importance
clinique significative.
-le sous-groupe vésiculaire est caractérisé par des cellules neuroendocrines hautement
différenciées et est associé¢ au meilleur pronostic global.
-le sous-groupe épithélial représente un ¢état intermédiaire de différenciation
neuroendocrine.
-le sous-groupe immunitaire se distingue par un infiltrat immunitaire marqué, suggérant
une probabilité élevée de réponse aux inhibiteurs de points de controle immunitaires.
-le sous-groupe mésenchymateux est associ¢ au pronostic le plus défavorable, avec un
faible taux de sécrétion hormonale et une forte présence de CAF, qui semblent favoriser
la croissance des siNET.
-cette étude apporte de nouvelles perspectives sur 1’hétérogénéité des siNET ainsi que

sur leur prise en charge clinique.

Ma contribution a ce manuscrit englobe la réalisation d’expériences in vitro, comprenant

notamment I’extraction d’ARN a partir des échantillons de patients.
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Chaque année en France, prés de 60 000 femmes sont diagnostiquées d’un cancer du sein, et
parmi elles, 15 a 20% connaissent une récidive dix ans apres le diagnostic initial. Les cancers
du sein dits « triples négatifs » sont particulicrement a risque de récidive. La résistance aux
traitements et les rechutes post-chimiothérapie ou immunothérapie représentent des défis
thérapeutiques majeurs et constituent des obstacles significatifs a la survie a long terme des
patientes. Une étude publiée en 2008 a révélé que les patientes diagnostiquées avec des
métastases présentaient des tumeurs primaires avec une expression de la Nétrine-1 plus élevée
que celles sans métastases (Fitamant et al., 2008). Pour évaluer I’impact de la Nétrine-1 sur le
pronostic, nous avons mesuré¢ son expression tumorale par RT-qPCR au sein d’une cohorte de
89 patientes atteintes de cancer du sein traitées par chimiothérapie conventionnelle, puis nous
avons corrélé ces niveaux d’expression avec les données cliniques associées. Les résultats ont
montré que la Nétrine-1 est un marqueur pronostique indépendant pour la progression clinique
des cancers du sein. Ce constat a été corroboré dans une cohorte distincte de 51 patientes

souffrant d’un carcinome séreux ovarien de haut grade.



Il est généralement reconnu que la résistance aux traitements antiprolifératifs est étroitement
associée a la présence de cellules souches cancéreuses (CSC) ou de cellules initiatrices de
tumeurs (TIC) (Reya et al., 2001). Dans cet article, nous mettons en évidence une corrélation
significative entre I’expression de la Nétrine-1 et les niveaux des marqueurs des CSC, tels que
CD44. En outre, dans divers mod¢les murins de résistance a la chimiothérapie, nous montrons
que I’inhibition de Nétrine-1 a I’aide de I’anticorps NP137 peut réduire la croissance tumorale,
diminuer la résistance a la chimiothérapie et retarder efficacement la rechute tumorale, cet effet
¢tant 1i€¢ a une diminution du nombre de CSC. Nous démontrons également que le blocage de
la Nétrine-1 par I’action du NP137 réduit la résistance des tumeurs aux inhibiteurs de points de
controle immunitaires (IPCI), tels que 1’anti-CTLA-4, lorsqu’ils sont administrés en
combinaison. Cette réduction de la résistance est associée a une diminution du recrutement des
cellules suppressives dérivées des myéloides, appelées MDSC polymorphonucléaires (PMN-
MDSC), reconnues pour leur role dans la progression tumorale (Zhou et al., 2018b). En outre,
nous avons fonctionnellement démontré que ces cellules immunitaires favorisent les
caractéristiques des CSC, contribuant ainsi a une résistance accrue aux traitements

anticancéreux.

Nos résultats suggerent que la Nétrine-1 joue un rdle a la fois direct et indirect dans le maintien
du renouvellement des cellules souches cancéreuses. Des études récentes ont démontré que la
Nétrine-1 est impliquée dans les cellules souches pluripotentes induites, les cellules souches
embryonnaires et la pluripotence naive (Huyghe et al., 2020; Ozmadenci et al., 2015; Renders
et al., 2021). Cependant, le lien entre ces caractéristiques de cellules souches normales et
embryonnaires n’a pas encore ¢été exploré dans le contexte des cancers, bien qu’une étude in
vitro ait rapporté un role potentiel de la Nétrine-1 dans les CSC du glioblastome (Sanvoranart
etal., 2016). Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour approfondir les mécanismes
impliqués et déterminer si la diminution des CSC/TIC observée lors du blocage de la Nétrine-

1 est associée a une augmentation de la mort cellulaire médiée par le récepteur UNCS5B.

Nos travaux établissent pour la premicre fois un lien entre la Nétrine-1 et la progression des
cancers du sein et de 1’ovaire, et ouvrent la voie a de nouvelles stratégies thérapeutiques
combinant chimiothérapies et immunothérapies classiques avec des agents ciblant la Nétrine-
1. En <s’appuyant sur ces recherches, un essai clinique de phase 2

(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04652076) a été lancé a la fin de 1’année 2020 pour




évaluer I’efficacité de ’anticorps anti-Nétrine-1 en combinaison avec des chimiothérapies

standards et une immunothérapie.

En conclusion, cette nouvelle étude révele que :
-L’expression de la Nétrine-1 est liée a la rechute et au maintien du caractere souche
dans les tumeurs du sein et de ’ovaire.
-Le blocage de la Nétrine-1 induit la mort cellulaire et retarde la rechute apres la
chimiothérapie.
- Le ciblage de la Nétrine-1 réduit la résistance a la thérapie par IPCI.
-Les PMN-MDSC contribuent a I’enrichissement des cellules souches cancéreuses

médié par la Nétrine-1 et a la résistance aux IPCI.

Ma contribution a ce manuscrit comprend la réalisation des expériences in vivo, notamment
les xénogreffes de cellules murines, les injections de traitements et le suivi de la croissance

tumorale.
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Drug resistance and cancer relapse represent significant therapeutic challenges after chemotherapy or immunotherapy, and a
major limiting factor for long-term cancer survival. Netrin-1 was initially identified as a neuronal navigation cue but has more
recently emerged as an interesting target for cancer therapy, which is currently clinically investigated. We show here that netrin-1 is
an independent prognostic marker for clinical progression of breast and ovary cancers. Cancer stem cells (CSCs)/Tumor initiating
cells (TICs) are hypothesized to be involved in clinical progression, tumor relapse and resistance. We found a significant correlation
between netrin-1 expression and cancer stem cell (CSC) markers levels. We also show in different mice models of resistance to
chemotherapies that netrin-1 interference using a therapeutic netrin-1 blocking antibody alleviates resistance to chemotherapy and
triggers an efficient delay in tumor relapse and this effect is associated with CSCs loss. We also demonstrate that netrin-1
interference limits tumor resistance to immune checkpoint inhibitor and provide evidence linking this enhanced anti-tumor efficacy
to a decreased recruitment of a subtype of myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) called polymorphonuclear (PMN)-MDSCs. We
have functionally demonstrated that these immune cells promote CSCs features and, consequently, resistance to anti-cancer
treatments. Together, these data support the view of both a direct and indirect contribution of netrin-1 to cancer stemness and we
propose that this may lead to therapeutic opportunities by combining conventional chemotherapies and immunotherapies with
netrin-1 interfering drugs.

Cell Death & Differentiation (2023) 30:2201-2212; https://doi.org/10.1038/541418-023-01209-x

INTRODUCTION act as a selective mechanism that blocks apoptosis induced by the

Netrin-1 is a multifunctional, secreted, laminin-related glycopro-
tein that plays key roles in neuronal navigation, angiogenesis, and
cell survival [1-3]. Netrin-1 is also implicated in numerous
pathologies including type 2 diabetes, cardiovascular disease,
and cancer [4-9]. Its activity has been shown to principally occur
through the regulation of the signaling pathways transduced by
its main receptors, Deleted in Colorectal Carcinoma (DCC) and
UNC5-Homolog (UNC5H- i.e, UNC5A, UNC5B, UNC5C, UNC5D)
[10, 11]. Notably, netrin-1 has been shown to be up-regulated in
many tumor types, and this up-regulation has been proposed to

dependence receptors DCC and UNC5B [4, 12].

Efforts to develop drugs that inhibit the interaction of netrin-1
with its receptors have therefore been initiated. Several pre-
clinical proof-of-concept studies have highlighted that candidate
drugs interfering with netrin-1-receptor interactions markedly
inhibit tumor growth and metastasis [13-16]. NP137, an anti-
netrin-1 targeted monoclonal antibody strongly accumulate
within netrin-1 expressing tumors and was recently evaluated in
a phase | clinical trial among patients with advanced solid cancers
[17, 18]. Interim results included both excellent safety profiles and

'Apoptosis, Cancer and Development Laboratory- Equipe labellisée ‘La Ligue’, Labex DEVweCAN, Institut Convergence PLASCAN, Centre de Cancérologie de Lyon, INSERM
U1052-CNRS UMR5286, Université de Lyon, Centre Léon Bérard, 69008 Lyon, France. *Netris Pharma, Centre Léon Bérard, 69008 Lyon, France. *Research Pathology Department,
Centre Léon Bérard, Lyon, France. *Targeting of the Tumor and its Immune Environnement, Centre de Cancérologie de Lyon, INSERM U1052-CNRS UMR5286, Université de Lyon,
Centre Léon Bérard, 69008 Lyon, France. UBET, Centre Léon Bérard, Lyon, France. ®Pathology Department, Centre Léon Bérard, Lyon, France. ’Laboratory of Preclinical
Investigations, Translational Research Department, Institut Curie, Université Paris-Sciences-et-Lettres, 75005 Paris, France. Department of Pathology, IUCT Oncopole, Toulouse,
France. °Department of Pathology, Gustave Roussy, Villejuif, France. '°Department of Pathology, Hospices Civils de Lyon, 69002 Lyon, France. ''Department of Medicine, Leon H.
Charney Division of Cardiology, New York University School of Medicine, New York, NY, USA. *These authors contributed equally: Benjamin Ducarouge, Anna-Rita Redavid.
3These authors jointly supervised this work: Benjamin Gibert, Patrick Mehlen, Agnes Bernet. ®email: benjamin.gibert@lyon.unicancer fr; patrick. mehlen@lyon.unicancer fr;
agnes.bernet@lyon.unicancer.fr

Received: 6 September 2021 Revised: 26 July 2023 Accepted: 8 August 2023
Published online: 26 August 2023

SPRINGER

Official journal of CDDpress CDDpress


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1038/s41418-023-01209-x&domain=pdf
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1038/s41418-023-01209-x&domain=pdf
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1038/s41418-023-01209-x&domain=pdf
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1038/s41418-023-01209-x&domain=pdf
http://orcid.org/0000-0003-1614-7755
http://orcid.org/0000-0003-1614-7755
http://orcid.org/0000-0003-1614-7755
http://orcid.org/0000-0003-1614-7755
http://orcid.org/0000-0003-1614-7755
http://orcid.org/0000-0003-2218-3859
http://orcid.org/0000-0003-2218-3859
http://orcid.org/0000-0003-2218-3859
http://orcid.org/0000-0003-2218-3859
http://orcid.org/0000-0003-2218-3859
http://orcid.org/0000-0003-2472-8306
http://orcid.org/0000-0003-2472-8306
http://orcid.org/0000-0003-2472-8306
http://orcid.org/0000-0003-2472-8306
http://orcid.org/0000-0003-2472-8306
http://orcid.org/0000-0003-4247-1321
http://orcid.org/0000-0003-4247-1321
http://orcid.org/0000-0003-4247-1321
http://orcid.org/0000-0003-4247-1321
http://orcid.org/0000-0003-4247-1321
http://orcid.org/0000-0002-5295-3124
http://orcid.org/0000-0002-5295-3124
http://orcid.org/0000-0002-5295-3124
http://orcid.org/0000-0002-5295-3124
http://orcid.org/0000-0002-5295-3124
http://orcid.org/0000-0003-1743-5417
http://orcid.org/0000-0003-1743-5417
http://orcid.org/0000-0003-1743-5417
http://orcid.org/0000-0003-1743-5417
http://orcid.org/0000-0003-1743-5417
http://orcid.org/0000-0002-8260-9711
http://orcid.org/0000-0002-8260-9711
http://orcid.org/0000-0002-8260-9711
http://orcid.org/0000-0002-8260-9711
http://orcid.org/0000-0002-8260-9711
https://doi.org/10.1038/s41418-023-01209-x
mailto:benjamin.gibert@lyon.unicancer.fr
mailto:patrick.mehlen@lyon.unicancer.fr
mailto:agnes.bernet@lyon.unicancer.fr
www.nature.com/cdd

B. Ducarouge et al.

2202

encouraging signs of clinical activity, particularly for gynecological
indications [19]. Benefits were seen in patients despite highly
advanced disease resistant to standard of care, including
chemotherapies and immune checkpoint inhibitors [20, 21].

A common view is that resistance to these anti-proliferative
drugs is intrinsically linked to the presence of Cancer Stem Cells
(CSCs) or Tumor-Initiating Cells (TICs) within the tumors. The
notion is that CSCs and TICs rely on the existence of a distinct
subset of tumor cells that possesses the capacity to sustain tumor
growth [22]. CSCs/TICs are thought to express specific markers at
the cell surface and are identified functionally based on their
ability to propagate tumors when serially transplanted into
recipient mice [23]. Whether CSCs are a distinct subset of cancer
cells, or whether they represent a functional state of some cancer
cells, remains a matter of debate. To date, the general consensus is
that CSCs are key to clinical progression due to their ability to self-
renew and resist chemotherapies or more recently to immune
checkpoint inhibitors [24-28], thereby facilitating tumor relapse
[29].

In the present study, we thus investigated netrin-1 implication
in breast and ovary cancer and its putative link with cancer
stemness and resistance to chemotherapy/immunotherapy. We
show that netrin-1 expressed by cancer stem cells promotes
resistance to anticancer drugs. We also associate netrin-1
expression with clinical progression and demonstrate that in
various animal models, netrin-1 interference selectively impacts
CSCs/TICs, thus potentiating sensitivity to chemotherapy and anti-
CTLA-4 monoclonal Antibody (mAb) immunotherapy. Finally, we
describe the integration of netrin-1 within the tumoral micro-
environment and show that the anti-netrin-1 mAb inhibits tumor
recruitment of a subtype of myeloid-derived suppressor cells
(MDSCs) called PMN-MDSCs. We provide functional evidence that
these immune cells promote the CSC phenotype, and consequent
resistance to anti-cancer treatments.

RESULTS
Netrin-1 expression is associated with clinical progression and
cancer stemness in ovary and breast tumors
Previous studies described high-level netrin-1 expression in a
sizeable fraction of human breast and ovarian cancers [13, 17, 30].
Moreover, patients with metastasis at diagnosis harbored primary
tumors with greater netrin-1 expression than patients who were
metastasis-free [13]. To evaluate the impact of netrin-1 on
prognosis, we analyzed tumor expression of netrin-1 by
quantitative-RT-PCR (g-RT-PCR) across a panel of 89 breast cancer
patients treated with conventional chemotherapies, correlating
netrin-1 expression data with clinical data. Clinical characteristics
of the patients are presented in Supplementary Table 1. Patients
bearing tumors with elevated netrin-1 expression had a signifi-
cantly worse prognosis than patients bearing tumors with low
netrin-1 expression. The median survival of breast cancer patient
was 9.8 years in the high netrin-1 group. By contrast, the median
survival was not yet reached at 15 years in the low netrin-1 group
(Fig. 1A). Importantly, netrin-1 expression emerged as an
independent prognostic factor in multivariate analysis, together
with the presence of metastasis at diagnosis (Supplementary
Table 2). To better evaluate the association between netrin-1
expression and the risk of tumor relapse or progression, we
evaluated the prognostic value of netrin-1 tumor expression in the
67 patients with a localized disease, using treatment-free survival
as an endpoint in this retrospective analysis. As shown in Fig. 1B,
median treatment-free survival was 9.9 years for patients with
high netrin-1 tumor and was not reached for low netrin-1 group.
CSCs/TICs are hypothesized to play a major role in clinical
progression and tumor recurrence [22, 31, 32]. As shown in Fig. 1C,
netrin-1 expression was significantly elevated in CSC marker CD44
high tumors vs CD44 low tumors (n=89). Similar data were

SPRINGER NATURE

obtained with other CSC markers (Supplementary Fig. 1A). In
parallel, using fresh tumoral tissues from patients, we generated
mammospheres to enrich stem-like subpopulations. We observed
that netrin-1 expression is lower in the overall bulk tumor as
compared to the paired mammospheres (Fig. 1D), indicating an
enrichment of netrin-1 in the subpopulation of cancer cells
capable of regenerating spheres.

To analyze whether the results obtained in breast cancer could
be extended to other pathologies, we have investigated by
immunohistochemistry (IHC) analysis the expression of netrin-1 in
ovarian carcinomas (Supplementary Fig. 1B). IHCs were performed
on biological samples taken at diagnosis in a cohort of 51 patients
with high-grade serous ovarian carcinomas without neoadjuvant
therapy. Clinical characteristics of the patients are presented in
Supplementary Table 3. As shown in Fig. 1E, patients had a
significantly poorer prognosis with increasing netrin-1 expression.
Median survivals were respectively 9.9, 5.7 and 3.3 years in the
Negative, Low and High netrin-1 groups respectively. As shown in
Fig. 1F, median treatment-free survivals were respectively 5.6, 3.1
and 1.8 years for patients with Negative, Low and High expression
of netrin-1 within the tumor. Similarly, netrin-1 was elevated in
patients whose tumors were resistant to platinum therapy (Fig. 1G)
and increasing netrin-1 was concordant with the CA-125, a
circulating tumor marker known to correlate with tumor relapse
(Supplementary Fig. 1C). To determine the association of netrin-1
expression with the CD44 stem marker, we performed g-RT-PCR
analysis on a cohort of 31 patients with high-grade serous ovarian
carcinoma. As shown in Fig. 1H, netrin-1 expression was
significantly higher in High CD44 tumors than in Low CD44
tumors. Taken together, these expression data suggest that the
level of netrin-1 is associated with relapse and progression of
breast and ovarian tumors and that netrin-1 is specifically
upregulated in CSCs/TICs compared to the bulk tumor.

The expression of netrin-1 in patient's tumors and its
association with CSCs/TICs led us to investigate the link between
netrin-1 expression and stem properties in a series of breast and
ovarian cancer cell lines. With the idea that chemoresistance is
associated with stemness, we first identified Hs578t and SKBR7 as
partially chemo-sensitive to Adriamycin (i.e., ~20% of cells are still
alive after 48 h of Adriamycin (Supplementary Fig. 2A)) relative to
other netrin-1 positive human cell lines screened). Interestingly,
following Adriamycin treatment, the surviving Hs578t and SKBR7
cells were enriched for stem cell markers such as CD44 or CD49f,
as well as netrin-1 (Fig. 2A; Supplementary Fig. 2B-C). We next
investigated the ability of cells to form spheres in breast and
ovarian cell lines as a functional test to identify the existence of a
stem cell population. BT474, Hs578t, and OV90 form spheres
(Supplementary Fig. 2D) and we observed a concordant elevation
of stem cell markers and netrin-1, when compared to the parental
2D cultures (Fig. 2B; Supplementary Fig. 2E). To avoid the potential
bias of analyzing CSCs enrichment after chemotherapy or sphere
formation, we also performed an unbiased examination of netrin-1
expression in cells after sorting for stem cell markers positivity.
Hs578t, SKBR7 breast cancer cells and OV90 ovary cancer cells
have been sorted for respectively CD49f, ALDH or CD44 markers
positivity associated with a clear increase of netrin-1 (Fig. 2G;
Supplementary Fig. 2F, G). This result highlights the association
between netrin-1 and functional CSC markers in different tumor
types.

In order to evaluate the involvement of netrin-1 in CSCs/TICs-
mediated treatment resistance, we first took advantage of a
patient-derived xenograft (PDX) immunocompromised mouse
model in which a human triple negative breast tumor sample
-i.e,, HBC146- is grafted. This model was shown to be sensitive to a
single injection of chemotherapeutic agents, such as adriamycin
and cyclophosphamide [33]. Human residual disease pathology
includes a remission phase during which the tumor is virtually
undetectable, followed by a relapse phase in ~80% of the mice
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Fig. 1 Netrin-1 expression is a poor prognosis marker and correlates with stem cells marker in human breast and ovary cancers.
A, B Kaplan-Meier curves representing the percentage of overall survival of breast cancer patients (A, n = 89) or treatment-free survival among
patients with localized disease (B, n = 67). The cohort has been split in netrin-1 High (green) and Low (red) by the median expression in their
tumors. C Netrin-1 mRNA expression level within tumors segmented in High and Low by the median expression of CD44 mRNA (n = 89). Bars
are mean values +/— s.e.m. D Netrin-1 mRNA expression level measured in fresh human tumors obtained at the diagnosis by g-RT-PCR. Each
tumor was split to analyze the bulk or their corresponding derived mammospheres (Spheres, n = 12) after dissociation. Bars are mean values
+/— s.e.m. normalized with the tumor bulk group. E, F Kaplan-Meier curves representing the percentage of overall survival (E) or treatment
free survival (F) of high-grade ovarian carcinoma patients (n = 51) with netrin-1 High (green), Low (red) Negative (black) expression in their
tumors (Netrin-1 was measured by immunohistochemistry (IHC)). Median netrin-1 expression was used as a cutoff between groups. G Boxplot
presenting Allred score combining the percentage of positive cells and signal intensity of netrin-1 measured by IHC in responder patients
(hn=17) vs patients resistant to platinum treatment (n =8). H Netrin-1 mRNA expression level in tumors segmented on the CD44 mRNA
expression from a cohort of High grade serous ovarian carcinomas (n = 31). High and Low have been determined respectively by the upper
and lower values separated by the median of mRNA expression measured by g-RT-PCR. Bars are mean values +/— s.e.m. In all panels statistics
are presented as *p < 0.05; **p < 0.01.

(Fig. 2D). Netrin-1 expression was relatively low in the tumor bulk in bulk tumors but is more strongly expressed in a population of
during the tumor growth phase but was markedly elevated during tumors cells resistant to the chemotherapeutic treatment that
the regression phase, returning to the basal level at the time of display elevated CSC markers.

relapse (Fig. 2E). Of interest, netrin-1 level appears fully correlated

with the presence of CD44 marker during all these stages, Netrin-1 blockade induces cell death and delays relapse
indicating a strong association of netrin-1 with the stem character We and others groups have shown that netrin-1 up-regulation is a
of the tumor cells (Fig. 2E). In order to link these higher expression mechanism of escape from netrin-1 dependence receptor-
levels of netrin-1 and CD44 with an enrichment of CSCs during the induced apoptosis [13-16, 34]. In order to investigate the potential
tumor regression phase more specifically, we dissected out survival role of netrin-1 in CSC, we first knocked down netrin-1
untreated tumors or chemotherapy-treated tumors prior to expression by siRNA in different cell lines. Silencing of netrin-1 is
complete regression and performed CD44 analysis by flow associated with cell death induction in Hs578t as measured by a
cytometry or mammospheres forming assays. CD44"9" cells were SubG1 assay (Fig. 2I). Moreover, this effect is increased when
enriched during the regression phase (Fig. 2F). Consistent with Adriamycin is combined as measured by cell viability (Fig. 2J).
reports of CSC resistance to chemotherapy, mammospheres Along the same line, netrin-1 silencing impairs sphere formation
formation occurred more frequently when the tumors cells used ability of both Hs578t and OV90 cells (Fig. 2K).

were derived immediately following chemotherapy (Fig. 2G). We In order to move toward a therapeutic netrin-1 targeting, a
then proceeded to the enrichment of tumor-initiating cells from specific blocking monoclonal antibody (mAb) has been devel-
the untreated tumor, either by CD44M9" sorting or by mammo- opped [17, 19]. When we examined the effect of this antibody
spheres’ cultures. Netrin-1 expression was enriched in CD44Migh (mADb) in the previously described HBC146-PDX model, we found
cells (Supplementary Fig. 2H). In line with the expression data in that systemic delivery of the anti-netrin-1 mAb did not reveal any
human breast cancer samples, netrin-1 was less expressed in bulk significant tumor growth-inhibiting effect (Supplementary Fig. 3A).
tumors than in mammospheres generated from these same This was consistent with the low level of netrin-1 expressed in this
tumors (Fig. 2H). Taken together, these data support the view that tumor. However, evaluating this together with combined che-
in this breast cancer PDX model, netrin-1 is only weakly expressed motherapy, we observed a marked decrease of tumor regrowth at
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Fig. 2 Netrin-1 expression is associated with CSCs features in human cell lines and in a PDX model of breast cancer resistance to
chemotherapy. A Netrin-1 mRNA expression level was measured by g-RT-PCR in HS578t (n = 3) or SKBR7 (n = 3) cell lines treated 48 h with
1 UM Adriamycin (Adria). Bars are mean values +/— s.e.m., normalized with the control group. B Netrin-1 mRNA expression level was measured
by q-RT-PCR in BT474 (n =4 vs 5), Hs578t (n = 5) or OV90 (n = 6 vs 3) cell lines comparing standard 2D culture and mammosphere (Sphere) 3D.
Bars are mean values +/— s.e.m., normalized with the control 2D group. € Netrin-1 mRNA expression level was measured by g-RT-PCR in
CD49f°" and CD49f"9" Hs578t (n = 4) sorted breast cell population and in CD44"°" and CD44"9" OV90 ovary cell line (n =6 vs 3). Bars are
mean values +/— s.e.m., normalized with the control Low group. D Tumor volume was measured along the different phases of the HBC146
PDX breast cancer model [33] treated with chemotherapy Adriamycin-Cyclophosphamide (AC): Growth, Regression, Remission and Relapse
(n = 20). Samples were collected at the different phases (red circles). E Netrin-1 and CD44 mRNA expression levels were measured by g-RT-PCR
in the different phases (untreated n = 8, regression n = 8 and relapse n = 10). Bars are mean values +/— s.e.m., normalized with the untreated
group. F Percentage of CD44M9" cells counted by FACS analysis in untreated tumors compared to regressing tumors (n = 9 vs 3). G Number of
mammospheres formed by 1000 viable cells isolated from untreated HBC146 tumors or at the regression phase (n =5 vs 9). Bars are mean
values +/— s.e.m. H Netrin-1 mRNA expression level measured by g-RT-PCR in untreated bulk tumors and mammospheres (n=7). Bars are
mean values +/— SEM, normalized to the bulk tumor group. | SubGT1 cell present in Hs578t cell line treated with siRNA control (siCtr) or siRNA
against Netrin-1(siNtn-1) (n = 3). J Cell viability measured by WST1 assay in SKBR7 (n = 3) cell lines treated with siCtr and siNetrin-1 alone or in
combination with Adriamycin. Bars are mean values +/— SEM, normalized to the siCtr group (* are statistics against siCtr and * against siCtr +
Adriamycin). K Number of mammospheres formed by 1000 viable cells of Hs578t (n =5) and OV90 (n = 3) cell lines treated with siCtr and
siNetrin-1. Bars are mean values +/— SEM. In all panels statistics are presented as *p < 0.05; **p < 0.01; " or ***p < 0.001.

To more definitively test the ability of netrin-1 blockade to
impact mammary TICs in this model, we next performed serial
transplant assays. HBC146 breast tumors were initially grafted in
mice and treated twice weekly with either anti-netrin-1 mAb or a
control 1gG1. After 32 days, tumors were dissociated and
regrafted into new recipient mice to evaluate tumor take in
the absence of further treatment. As shown in Fig. 3E, anti-
netrin-1 treatment is associated with a significant reduced tumor
take in HBC146 serial transplantation assay. Importantly, similar
results were obtained in a second breast cancer PDX model
(BRE-012) where anti-netrin-1 treatment used a monotherapy
similarly failed to inhibit tumor growth (Supplementary Fig. 3B)

the expected time of relapse observed in the chemotherapy-
treated mice (Fig. 3A). While the relapse-free median time in
chemotherapy-treated animals was 56 days, this was significantly
delayed (i.e, beyond the 75 days indicating the end of the
experiment) in the anti-netrin1 mAb-treated group (Fig. 3B).
Consistent with a selective effect of netrin-1 blockade on CSCs/
TICs, the anti-netrin1 mAb treatment was associated with an
increase of cell death associated with a decrease in the number of
cells able to form spheres (Fig. 3C). This result was confirmed by
immunohistochemical staining of CD44, where anti-netrin-1 mAb-
treated tumors showed a decrease of this stemness marker in
residual cancer cells (Fig. 3D).
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threshold of 40 mm?3 (n =5 vs 9). Bars are mean values +/— s.e.m. D Representative CD44 immunohistochemistry analysis of HBC146 tumors
treated with chemotherapy alone or associated with the anti-netrin-1 mAb. Samples were collected in regressing tumors. Scale bar
(represented by a line): 50 um. E, F Serial transplantation experiments of HBC146 (n = 10 per group) and BRE-012 (n = 10 per group) breast
PDX. First, tumors were treated with the anti-netrin-1 mAb or with a control IgG1 and then regrafted in other mice. Secondary recipient were
not treated after the re-engraftment, the percentage of mice free of tumor is presented in both groups. G Tumor volume was measured in
mice bearing the OV21 ovarian PDX model and treated with Carboplatin/Paclitaxel (CP) chemotherapy and randomly separated in two groups
intraperitoneally treated either with control IgG1 (n = 8) or with 10 mg/kg of anti-netrin1 antibody (n = 8). (p = 0.0101; ANOVA test). H, I Serial
transplantation experiments of ovarian cancer cell lines OV90 (n = 12) or OVCAR3 (n = 8). First, grafted tumors were treated with the anti-
netrin-1 mAb or with a IgG1 control and after dissociation, 1 x 10° living cells were regrafted in new recipient mice. Results are presented as
the percentage of mice free of tumor take. In all panels statistics are presented as *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

but was associated with a clear suppression of tumor take in ovarian carcinoma cell lines OV90 and OVCAR3, where no
serial transplantation assay (Fig. 3F). inhibition of initial tumor growth was seen with the anti-netrin-1

To determine whether the results could be extended to other mAb (Supplementary Fig. 3F, G) but where strong inhibition of
type of tumors, we next performed a combination treatment using tumor take in a serial transplantation assay was observed (Fig. 3H,

anti-netrin-1 with the standard of care Carboplatin/Paclitaxel ). Because in cancer settings the netrin-1 receptor involved
chemotherapy in the ovarian OV21 PDX model. Again, anti-netrin- appears to be mainly UNC5B, we have here investigated whether
1 mAb had no activity as a single agent (Supplementary Fig. 3C) the impact on CSCs was dependent on UNC5B. We used CRISPR
but combining anti-netrin-1 mAb with chemotherapeutic treat- interference to invalidate UNC5B in HCC1937 breast cell line and

ment was more efficient than chemotherapy alone (Fig. 3G). grafted UNC5B-silenced HCC1937 in mice. We observed that the
Similar effects were obtained with ovarian OV90 cells xenografts absence of UNC5B completely altered the ability to initiate tumors
(Supplementary Fig. 3D). This enhanced chemotherapy efficacy (Supplementary Fig. 3H). Together, these data strongly support
was associated with anti-netrin-1 mAb mediated inhibition of the idea that netrin-1/UNC5B blockade has a specific impact on
tumor take in a serial transplantation (Supplementary Fig. 3E). This CSCs/TICs and prevents recurrence/resistance of breast and ovary
was confirmed in mice engrafted with in high-grade serous tumors after chemotherapy.
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Fig. 4 Netrin-1 blockade alleviates resistance to immune checkpoint inhibitor anti-CTLA-4. A Tumor growth quantification of syngeneic
EMT6 mammary carcinoma, in mice treated with control IgG1 or anti-netrin-1 mAb, in combination with anti-CTLA-4 mAb. B Kaplan-Meier
survival analysis of the mice of (A) after 80 days. C Spider graph presenting flow cytometry analysis of the immune infiltrate. All components
of the lymphoid panel were detected and quantified after EMT6 tumor dissociation and isolation of cell population using Lymphocytes
specific antibodies. D Analysis of CD8" lymphocytes by flow cytometry infiltrating tumors treated with either anti-CTLA-4 mAb combined or
not with anti-netrin-1 mAb and compared to a IgG1 control (n = 17 per group). Results are the mean of 2 different experiments presented in
(€) and are presented as a ratio on total CD45™" cells singlets for each tumor. E Analysis of tumor associated macrophages defined as CD11b™
LY6C F4/80" cells (n = 16 per group). Results where the mean of 2 different experiments and are presented as a ratio on total CD45" cells
singlets for each tumor. In all panels statistic are presented as *p < 0.05; **p < 0.01.

Netrin-1 blockade alleviates resistance to immune checkpoint
inhibitor therapy

Based on the impact on CSCs/TICs described here and the existing
literature on cancer stemness, plasticity and resistance to
immunotherapy [24, 35], we next investigated whether netrin-1
blockade might also attenuate tumor resistance to immune
checkpoint inhibitor (ICPI). For this we used the mouse mammary
tumor cell line EMT6, which expresses netrin-1 (Supplementary
Fig. 4A) and has some susceptibility to anti-CTLA-4 [36, 37]. This
model demonstrates a ~35% of tumor growth inhibition when
treated with anti-CTLA-4 (Supplementary Fig. 4B), though
spaghetti curves indicate that it acts as an on/off model where
mice may respond or not. About 60% of mice are non-responders
(Supplementary Fig. 4C). This heterogeneity is highlighted by
individual animal-specific cytokine secretion profiles, which
reveals “cold” and “hot” animals in terms of immune response
(Supplementary Table 4).

Consistent with anti-CTLA4 activity, the level of regulatory T (T-
reg) cells [38], was downregulated in all mice, but less than 40% of
mice demonstrated modulation of tumor growth (Supplementary
Fig. 4D). Anti-netrin-1 mAb was unable to significantly inhibit
tumor growth, when used as a single agent (Supplementary
Fig. 4E). However, the combination of anti-netrin-1 with anti-CTLA-
4 dramatically blocked tumor growth, and strongly enhanced the
long-term survival of mice bearing EMT6 tumors (Fig. 4A, B). This
increased response to the anti-CTLA-4 mAb induced by netrin-1
blockade was associated with increased secretion of pro-
inflammatory cytokines such as IFNy (Supplementary Fig. 4F),
suggesting a robust immune response [24, 39].

In parallel studies, we analyzed the tumor immune infiltrate
using both lymphoid and myeloid panels by flow cytometry. We
noticed an increase of CD8" T lymphocytes within tumors of mice
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treated with the combination of both antibodies, supporting the
notion that immune cell populations promote the enhanced anti-
tumor effect observed (Fig. 4C, D). In addition to T cell response,
we analyzed the regulation of innate immunity. A decrease in
tumor associated macrophages was observed within tumors of
mice treated with the combination anti-netrin-1/anti-CTLA-4,
supporting the view that these immune cell populations promote
the enhanced anti-tumor effect observed (Fig. 4E).

PMN-MDSCs participate to netrin-1 mediated cancer stem cell
enrichment and resistance to immune checkpoint inhibitors
To explore the underlying mechanisms linking immune infiltration
and its possible link with the anti-netrin-1 response, we next
analyzed immune subpopulations known to be involved in
resistance to immune checkpoint inhibitors. We identified, in the
EMT6 engrafted model, a specific decrease in PMN-MDSCs [40], a
subtype of myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) derived from
the neutrophil/polymorphonuclear compartment (CD11b™" Ly6G*
Ly6C'"™e™) within tumors treated with anti-netrin-1 (Fig. 5A). The
same population was found to be down-regulated upon anti-
netrin-1 mAb treatment in a spontaneous genetic breast cancer
model MMTV/NeuT. These mice spontaneously develop mammary
tumors closed to human pathology [41] (Fig. 5B).

MDSCs have been reported to be able to control and protect
cancer stem cell populations [42]. PMN-MDSCs are immature cells
capable of inhibiting the functions of T cells. They can accumulate
during tumor growth and contribute to cancer development [40].
We thus hypothesized that these PMN-MDSCs could link the effect
of netrin-1 interference on the tumor microenvironment and the
resistance to treatments mediated by CSCs/TICs. To analyze in vivo
the MDSC function, we differentiate immature myeloid cells into
PMN-MDSCs. These immature myeloid cells were purified from
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bone marrow of wild type mice and differentiated into
PMN-MDSCs by treatment with IL-6 and GM-CSF, that we
reinjected into EMT6 tumors, treated with anti-netrin-1 and anti-
CTLA-4. As a result, the injection of PMN-MDSCs inhibits the effect
of the combo-therapy highlighting the immuno-suppressive role
of these cells (Fig. 5C). To analyze if PMN-MDSCs can directlx
impact on CSCs, we evaluated their impact on CD49f"9
populations in a coculture model with EMT6 cells in which
netrin-1 had been silenced. As shown in Fig. 5D, we observed that
PMN-MDSCs sustained the CD49f" stem EMT6 cell population, an
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effect that was lost when netrin-1 was silenced. In vitro, PMN-
MDSCs inhibit CD3% T-cell proliferation and IFNy production
concomitant with the activation of cytotoxic CD8" lymphocytes,
which clearly demonstrates their immunosuppressive roles in this
context (Supplementary Fig. 5A, B).

To determine whether the potentiation of the anti-CTLA-4
response by netrin-1 blockade was related to the impact of netrin-
1 interference on CSCs/TICs, we analyzed stemness markers in EMT6
tumors treated either with anti-netrin-1 mAb alone or in combina-
tion with anti-CTLA-4. By selecting CD45~ non-immune cells that

SPRINGER NATURE



B. Ducarouge et al.

2208

Fig. 5 Netrin-1 blockade efficiently impacts CSCs/TICs untargeted by anti-CTLA-4 mAb. A, B Flow cytometry analysis of PMN-MDSC
obtained after dissociation of EMT6 (n =9 per group) or MMTV/NeuT (n = 16 vs 19) tumors treated with either control isotype IgG1 or anti-
netrin-1 mAb. PMN-MDSC are defined as CD11b™ Singlets™ cells among the CD45" (CD11b" Ly6G* Ly6C™*™) population. C EMT-6 tumor
implanted in syngeneic BALBc/J mice were treated with anti-netrin-1 and anti-CTLA4 and injected/not with PMN-MDSC cells. D Flow
cytometry analysis of CD49f" EMT6 cells in control parental cells, or netrin-1 silenced by shRNA (Sh netrin-1) cocultured, or not, with PMN-
MDSC (n = 3). E Flow cytometry analysis of EMT6 cancer cells obtained after dissociation of tumors treated with either three treatments of
control IgG1, anti-netrin-1 mAb alone or in combination with anti-CTLA-4 (respectively n = 10, 8, 8 and 10). CSC markers are defined as CD49f"
cells among the CD45"*9 (CD45") population. F Immunohistochemistry analysis and quantification of Ly6G" cells in EMT6 obtained after
fixation of tumors treated with either three treatments of control IgG1, anti-netrin-1 mAb with or without anti-CTLA-4. n =8 field/tumor.
G Serial transplantation experiments with EMT6 cells in syngeneic BALBc/J mice. 5.10* living cells, obtained after the dissociation of tumors
from mice treated with either control IgG1 vs. anti-netrin-1 mAb alone; or in combination with anti-CTLA4 (respectively n =7, 8, 8 and 8) were
grafted into recipient mice. Results are presented as percentage of mice free of tumor. H Serial transplantation of EMT6 cells were used as an
indicator of tumor initiating potential of CD49f*'~ populations. Tumors were dissociated from EMT6 tumors of mice treated with control IgG1
or anti-netrin-1 mAb. After dissociation, cells were sorted based on CD49f expression and 5.10* living cells of each positive or negative
populations were regrafted in new recipient animals (n = 10 per group). Results are presented as the percentage of mice free of tumor. In all

panels statistics are presented as *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

were either CD49f" or CD326~ (murine stemness markers [26]), we
found that systemic anti-CTLA-4 treatment was associated with an
enhancement of the stem cell populations (Fig. 5E; Supplementary
Fig. 5C). This suggests that the anti-CTLA-4 antibody principally
affects bulk tumor cells, thus leaving residual tumors enriched for
CSCs/TICs responsible for tumor recurrence. Moreover, we quanti-
fied at the same time point PMN-MDSCs cells by immunohisto-
chemistry analysis (flow cytometry analysis was not possible due to a
high rate of necrosis linked to CTLA-4 cytotoxic activity). We show
that Ly6G™ cells are decreased both in the monotherapy with anti-
netrin-1 mAb and in the combo with anti-CTLA-4, arguing in a
protective role of these immune cells for CSCs (Fig. 5F).

We also assessed cancer stem cell function by performing a serial
transplantation assay comparing anti-netrin-1, anti-CTLA-4, or the
combination. As shown in Fig. 5G, while treatment with anti-netrin-
1 or its combination with anti-CTLA-4 completely abolished tumor
take in serially transplanted mice, treatment with anti-CTLA-4 only
modestly inhibited tumor take. These data are in line with a
literature suggesting that ICPIs only partially impact cancer stem cell
populations [24]. Of major interest, the combination of anti-CTLA-4
and anti-netrin-1 completely inhibits the enrichment in these stem
cell populations associated with anti-CTLA-4 antibody, making the
combinaison a promising therapeutic strategy.

To further link our observations on cell subpopulations expres-
sing stem cell markers and CSCs/TICs function, we sorted cells using
CD49f and CD326 markers from untreated EMT6 transplanted
tumors and then transplanted them serially. As might be predicted,
we found that CD49f" or CD326~ EMT6 cells were more prone to
form tumors than their CD49f  and CD326" counterparts
(Supplementary Fig. 5D, E). Moreover, CD49f" cells sorted from
tumors treated with anti-netrin-1 mAb are losing their enhanced
ability to form new tumors in serial transplantation assays (Fig. 5H).
As a start to understand the mechanism behind this effect, we
observed that while the in vitro treatment of EMT6 cells with anti-
netrin-1 mAb leads to the decrease of CD49f" cells (Supplementary
Fig. 5F), this decreased is reverted when the general caspase
inhibitor BOC was added (Supplementary Fig. 5F), supporting
further the view that netrin-1 blockade impacts on CSCs by affecting
cell death. In order to demonstrate the role of the netrin-1 receptor
in these experiments, we invalidated UNC5B by shRNA in EMT6 and
identified that the knock-down of UNC5B altered the ability to
initiate tumors in mice (Supplementary Fig. 5G). Collectively, our
data support the view that the combination of ICPI and anti-netrin-1
is sensitizing grafted tumors to ICPI possibly because the anti-
netrin-1 mAb impacts on cancer stem cell populations supported by
the tumoral microenvironment.

DISCUSSION
The present data identifly, for the first-time, netrin-1 as an
independent progression factor in breast and high grade serous
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ovarian cancers, associated with a higher expression in CSCs/TICs.
We show that netrin-1 interference may not only drive tumor
growth inhibition but may also be important in the prevention of
tumor relapse as well as in resistance to chemotherapy or
immunotherapy. In support of this notion, we identified that
targeting netrin-1 in association with standard of care che-
motherapies induced a significant extension of the tumor-free
survival (associated with a delay in tumor relapse) in animal
models of both breast and high grade ovarian serous carcinoma.
Similarly, we have shown that resistance to the ICPI anti-CTLA-4
could be alleviated by the association with the anti-netrin-1 mAb.

A challenging question remains to understand the molecular
mechanisms inhibited or unleashed upon netrin-1 blockade that
confer relapse delay and/or alleviate resistance. We propose here
that netrin-1 may play a specific role in CSCs/TICs since (i) netrin-1
is often specifically more expressed in CSCs/TICs compared to bulk
tumor cells and (ii) netrin-1 blockade appears to reduce CSCs/TICs
-i.e., monitored using both functional assays or markers. Although
netrin-1 was initially considered as a guidance cue, several recent
published works seem to describe a role of netrin-1 in induced
pluripotent stem cells, embryonic stem cells and naive pluripo-
tency [43-45]. The link between normal and embryonic stemness
has not been extended to cancer “stemness”, even though
an in vitro study reported a possible role of netrin-1 in
glioblastoma CSCs [8]. Based on an initial work from our
laboratory, netrin-1 has been described as a survival factor in
iPSC and ES, and acts in part in iPSC and ES by blocking the death
induced by the dependence receptor UNC5B [43]. More recent
work suggests that netrin-1 also links the Wnt and MAPK
pathways [44]. Whether the biology behind “normal” stemness
and CSCs/TICs relies on similar mechanisms should now be
examined. Similarly, whether the reduction of CSCs/TICs asso-
ciated with netrin-1 blockade seen in this manuscript is related to
increased cell death or “lineage” commitment remains to be
investigated. It worth also mentioning recent works demonstrat-
ing the role of netrin-1 in EMT [20, 21] that could possibly be
linked to CSCs/TICs. Nonetheless, our work, for the first time, links
netrin-1 to breast and ovarian cancer progression and suggests
netrin-1 to be a bona fide clinical target. Based on these studies,
a phase 2 clinical trial (https:/clinicaltrials.gov/ct2/show/
NCT04652076) was started in late 2020 combining anti-netrin-
1 mAb and standard of care chemotherapy as well as
immunotherapy.

The data obtained with the combination of ICPI with the anti-
netrin1 mAb are of specific importance taken into account the
currently limited clinical activity of ICPI in breast cancer [36, 37].
The data presented here support the view that the suppression of
ICPI resistance by netrin-1 blockade is associated with its impact
on CSCs/TICs. However, we cannot yet exclude others additional
mechanisms. Moreover, previous works have described the role of
netrin-1 in the migration or the survival of immune cells such as
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macrophage [4-7] or CD4" cells [46] during inflammatory arthritis
or obesity. MDSCs have already been reported to modulate the
response to ICPI drugs [40, 47].

PMN-MDSCs have already been shown to be capable of
sustaining tumor progression [40]. In our investigations, we
identify that netrin-1 blockade silences these cells. We propose
a novel pro-tumoral effect of immune cells that sustains CSCs/TICs
and thus may indirectly affect resistance to treatment. This
proposed mechanism is consistent with a mechanism in which the
potentiation of ICPI by netrin-1 blockade does not necessarily
occur through direct reinforcement of immune effector cells but
rather through an indirect effect on CSCs/TICs. We thus propose
that netrin-1 produced by cancer cells sustains PMN-MDSC which
in turn sustains CSCs/TICs that contribute to both recurrence and
to resistance to chemotherapies and ICPIs.

However it is fair to say it probably includes additional players
of the tumor microenvironment more generally impacting on
tumoral plasticity such as CAFs [48], additional immune cells,
endothelial cells, and extracellular matrix but also more generally
the cellular stress reported in tumoral and stromal cells [25].
Whether and how netrin-1 might interact with these additional
players remains an open question.

MATERIALS AND METHODS

Ethics, human tumors samples and biological annotations
The usage of all patient tumor samples was supported according to French
regulations on the protection of biomedical investigation subjects. The
collection of human samples was realized with primary female breast
tumors from patients treated at the Centre Léon Bérard, conserved in the
Centre des Ressources Biologiques (CRB) of the Centre Léon Bérard.
Informed consent was obtained from all patients, and the study use
samples which were approved by the ethics committee of the institutions.
Fresh samples were addressed for mammosphere formation experiments,
frozen tissues for g-RT-PCR analysis and fixed tissues to
immunohistochemistry.

Cell culture

All the cell lines were obtained from ATCC. Murine mammary carcinoma
EMT-6 cells were cultured in Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM,
ATCC) complemented with 10% of Serum Foetal Bovine (FBS, Gibco) and
antibiotics (Streptomycin and Penicillin). They were cultured in Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) for SKBR7 and Hs578t or RPMI for BT474,
T47D, MDA-MB468, OV90 and OVCAR3, complemented with 10% FBS
(Gibco) and antibiotics. HCC1937 cell line was cultured in RPMI
complemented with 10% FBS (Gibco), 2% Na Bicarbonate, 1% Na Pyruvate,
1% HEPES and antibiotics. Cells were maintained in culture at 37 °C under
humidified atmosphere consisting of 20% O, and 5% CO,. For the CRISPRi
mediated silencing of hUNC5B in HCC1937 cell line, a small guide RNA
(sgRNA) targeting hUNC5B promoter was designed using the sgRNA
designer tool (https://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-tools/
sgrna-design-crisprai). A control sgRNA targeting Firefly luciferase was also
designed. Sequences are as follows: sgUNC5B: 5'- GCGCGCCTCTCGGA
GCCCCG -3’ and sgLUC: 5-CGCCCACGGCCCTTCCCGGG-3'. Forward and
reverse sgRNA-coding oligos with Esp3lI linkers were ordered from Eurofins
Genomics and then annealed by incubation for 3 min at 90 °C and 15 min
at 37°C and ligated in pLV hU6-sgRNA hUbC-dCas9-KRAB-T2a-Puro [49]
Insertion of sgRNA was confirmed by sequencing. The use of pLV hU6-
sgRNA hUbC-dCas9-KRAB-T2a-Puro allows for the simultaneous expression
of dCas9-KRAB and sgRNA and for selection for puromycin resistance. pLV
hU6-sgRNA hUbC-dCas9-KRAB-T2a-Puro was a gift from Charles Gersbach
(Addgene plasmid # 71236; http://n2t.net/addgene:71236 ; RRID:Add-
gene_71236). For the shRNA mediated KO of mUNC5B in EMT6 cell line, a
pLKO.1-puro vector encoding shRNA targeting mUNC5B (Clone ID:
TRCN0000072079, shRNA sequence: 5-CGCCTACATCGTAAAGAACAA-3')
was purchased from Sigma-Aldrich. Production of VSV-g pseudotyped
lentivirus was made as described previously.

In vivo mice models and materials
Human anti-netrin-1 monoclonal antibodies (anti-netrin-1) were supplied
by Netris Pharma (Lyon, France). Female Swiss nude mice, 6-weeks old,
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were purchased from Charles River laboratories (Les Oncins, France) and
maintained in specific pathogen-free conditions (Anican, Lyon, France) and
stored in sterilized filter-topped cages. Their care and housing were in
accordance with institutional European guidelines as put forth by the
CECCAP local Ethical Committee (C2EA-15, CLB_2014_001; CLB_2014_012;
CECCAPP_CLB_2016_017). The human human triple negative breast
cancer patient derived xenograft PDX HBC146 was established and
characterized for tumor recurrence by Marangoni et al. [33]. The human
triple negative breast cancer patient derived xenograft BRE-012 was
established by the IMODI consortium(https://imodi-cancer.org/fr/). PDX-
OV21 human high grade serous ovarian carcinoma model has been
established by Curie Institute and previously published [50].

For PDX experiments, mice were grafted as described by Marangoni
et al, 2007 [24]. Tumor growth was evaluated by measurement of two
perpendicular diameters of tumors with a caliper twice per week.
Individual tumor volumes were calculated as V = (length*width?)/2.,, a
being the largest diameter, b the smallest. When tumors reached a volume
of 300mm?®, the mice were randomly separated in two groups and
submitted anti-netrin-1 or Control alone, or in combination to standard or
care chemotherapy: Adriamycin, 2 mg/kg (Doxorubicin, Teva Pharmaceu-
ticals), and cyclophosphamide, 100 mg/kg (Endoxan, Baxter) were inocu-
lated with a single i.p. injection or Carboplatin 66 mg/Kg (generic provided
by Hospira) and Paclitaxel 30 mg/Kg (generic provided by Hospira), i. p.
injection once a week Anti-netrin-1 mAb or IgG1 control were i.p. injected
with 10 mg/kg twice per week for the rest of the experiment. Animal work
has been done by Netris pharma, Institut Curie or the Laboratoire des
Modeéles Tumoraux (LMT). 5x10° OV90 and OVCAR3 cells were
subcutaneously inoculated with Matrigel (Corning) in the dorsal flank of
8-week-old female Swiss/Nude mice. The mice were housed under specific
pathogen free (SPOF) conditions (Anican, Lyon, France). Tumor volumes
were evaluated approximately every 3 days after initial detection using
calliper [51].

For experiments of immune checkpoints inhibitors, eight-week-old
(20-22 g body weight) female BalbC/J mice were obtained from Janvier
Labs. 1x 10° EMT-6 cells were subcutaneously inoculated in the dorsal
flank of 8-week-old female BALB/cJ wild-type mice. The mice were housed
under specific pathogen free (SPF) conditions as previously described
(Anican, Lyon, France) [52]. Tumor volumes were evaluated approximately
every 2 days after initial detection using calliper [51]. Based on initial intra-
group homogeneity of tumor size, four different treatments have been
administrated: IgG1 control isotype (Netris Pharma), anti-netrin-1 mAb
(NP137, Netris Pharma) combination of anti-CTLA-4 mAb (BioXCell, Clone
9H10) with IgG1 and combination of anti-CTLA-4 with anti-netrin-1 mAb.
The treatments were ip. administered respecting the following dose:
20 mg/kg anti-CTLA-4, 10 mg/kg anti-netrin-1 and 10 mg/kg mice IgG1 on
days 8, 11 and 14 after the implant. Mice were sacrificed when individual
tumours reached a predefined endpoint (1000-2000 mm?).

For the injection of MDSCs cells, 500,000 EMT6 breast cancer cells were
mixed with 50,000 PMN-MDSCs (ratio 10:1) produced in vitro and were
inoculated in the dorsal flank of 8-week-old female BALB/cJ wild-type mice.
Subsequently mice were intratumorally inoculated with PMN-MDSC at day
8 and 13.

Serial transplantation, tumor-initiating cell sorting and
mammosphere culture

Tumors were dissociated with a collagenase (Sigma Aldrich)/DNAse (Life
Technologies) for 45 min at 37 °C, submitted to red blood cell lysis (Miltenyi
Biotech) and passed through a 30um filter to obtain a single cell
suspension. Cell viability has been evaluated by trypan blue count under
the microscope to ensure the engraftment of the same number of cells
with a similar viability in the different conditions of treatment, residual cells
were after analyzed and sorted by FACS or submitted to mammosphere
formation. FACS sorting was performed on a BD FACSDiVa. Anti-CD44-PE
(BD system) was used to count and sort CD44M9" cells and dead cells were
counted with propidium iodine staining. ALDEFLUOR (Stemcell Technol-
ogies) was used to count and sort ALDH"" cells and dead cells were
counted with propidium iodine staining. Mammosphere enrichments were
obtained by culturing the cells on 6 wells ultra-low attachment dishes in
mammocult medium (Stem cell technologies). Cells were allowed to form
clonal mammospheres for 7 to 10 days of culture. For mammosphere
forming assays, viable singlets were sorted by FACS and directly plated on
96 wells ultra-low attachment dishes at the density of 1000 cells per well in
mammocult medium. Mammospheres were counted after 7 days of
culture. To analyze spheres passages, 7 days spheres were dissociated and
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1000 cells per well were again plated in the conditions mentioned above
and counted after 7 days of culture.

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry analysis was performed on 4-pm-thick sections of
paraffin embedded mouse tissues stained with anti-CD44 (156-3C11,
Thermo Fisher) or anti-netrin-1 (ab126729, Abcam) or anti-Ly-6G (E6Z1T-
Rabbit mAb #87048 Cell signaling) dilution 1/500. Expressions are revealed
by brown DAB staining. Nuclei are counterstained by hematoxylin (blue).

Flow cytometry analysis

EMT6 subcutaneous tumors were mechanically disaggregated in RPMI-
1640 medium 5% FBS and enzymatically digested with 1mg/ml of
collagenase | and 40 U/ml of DNAse | (Sigma Aldrich) for 30 min at 37 °C.
Cells were passed through a 70 pm-cell strainer and filtered. After RBC lysis,
cells were passed through a 30 um-cell strainer and filtered. Cell pellets
were resuspended in HBSS (Gibco) before counting. 2 x 10° cells were
stained for the viability with Zombie Aqua (Biolegend) for 30 min at 4 °C.
Cells were washed and incubated with Fc Block purified anti-mouse CD16/
CD32 (Clone 93, Biolegend), followed by staining with mouse anti-CD4
(RM4-5, Brilliant Violet 785), anti-CD19 (6D5, Brilliant Violet 605), anti-
NKp46 (29A1.4, PE), anti-CD45 (30-F11, Alexa Fluor 700), anti-CD25 (PC61,
APC), anti-CD69 (H1.2F3, FITC), anti-IA-IE (M5/114.15.2, BV421), anti-Ly6C
(HK1.4, APC-Cy7) anti-Ly6G (1A8, FITC), CD11b (M1/70, BV785) and F4/80
(BM8, APC) from Biolegend and anti-CD3 (clone 500A2, PerCP-eFluor 710,
anti-CD8b (eBioH35-17.2, eFluor 450), anti-CD44 (IM7, PerCP-Cy5.5), anti-
CD326 (G8.8, PE-Dazzle 594) from eBioscience, anti-CD49f (GoH3, eFluor
450) from Life Technologies, for 45 min at 4°C. Cells were fixed and
permeabilized with the Foxp3 transcription factor staining buffer set
(eBiosciences), and overnight stained for 30 min at 4 °C for IFN y (XMG1.2,
PE, Biolegend) and with anti-Foxp3 (FJK-16s, PE-Cyanine7, eBioscience).
Analyses were performed with Fortessa HTS flow cytometer (BD
Biosciences). Data were analyzed with FlowLogic Version 6 (Miltenyi
Biotec, Germany). All gates were defined using fluorescence minus one
control (FMO).

Cell isolation

CD3" T-cells were isolated from the Lymph nodes of 7-week-old BALB/cJ
wild-type mice. The separation was performed by using Pan T Cell Isolation
Kit (Miltenyi Biotech) and MACS column. Purity of cell population were
evaluated by flow cytometry. CD3™" T-cells were cultivated in-vitro for 3-days
with Anti-CD3 and Anti-CD28 (Dynabeads, Gibco) and IL-2 (10 ng/ml).
Immature myeloid cells were purified from bone marrow of 7-week-old
BALB/cJ wild-type mice. Red blood cells (RBC) were lysate with ACK
(Ammonium-Chloride-Potassium) Lysing Buffer, cells were filtered through a
70 pm-cell strainer. Immature myeloid cells were cultivated in-vitro for 4-days
with GM-CSF and IL-6 (40 ng/ml) to differentiate them. T-cells and
PMN-MDSCs were cultivated in RPMI complemented with 10% FBS (Gibco),
1% Na Bicarbonate, 1% Na Pyruvate, 1% L-glutamine (Gibco), 1% HEPES,
0.05 mM 2-mercaptoethanol (Gibco) and antibiotics.

Proliferation viability and cell death assays

CD3™" T-cells were labeled with cell trace violet (CTV, Invitrogen) as follows:
10° cells were incubated with 1 UM of CTV in PBS for 20 min at 37 °C, 5%
CO,. 5-volume of culture medium were added, and cells were left at 37 °C
5% CO, in culture medium for additional 5 min. Cells were analyzed by
flow cytometry for the proliferation baseline or co-cultured with PMN-
MDSCs. WST1 assay was used according to the manufacturer (Cell
proliferation Reagent, Roche) to measure cell viability. Cells are fixed in
70% Ethanol and stained with Propidium iodide (PI). SubG1 population is
further identified by flow cytometry.

IFN-y production

Activated CD3" T-cells were stimulated with phorbol myristate acetate
(PMA), lonomycin, Brefeldin (Biolegend) and Monensin (Biolegend) for 4 h at
37°C, 5% CO, in complete culture medium. IFN y released by CD8" T- cells
was evaluated by flow cytometry.

Co-culture

To test the immunosuppressive activity of PMN-MDSCs were co-cultured
with purified CD3™ T-cells for 3 days at different ratio (MDSCs: CD3™ T-cells,
1:1, 1:4) in 96-well plate. To analyze the effect PMN-MDSCs on stemness
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were co-cultured with EMT6-control vector EMT6-Sh netrin-1 in a ratio 1:10
(MDSCs: Tumoral cells) for 24h in 24 well plate. CD49f"9" cells were
analyzed by flow cytometry.

Cytokine analysis

To measure the systemic release of IFNy, fresh stabilized whole blood was
drawn from BALB/cJ wild-type mice 16hh after 1st, 2nd and 3rd
treatments. Plasma was separated and used to measure the protein levels
of IFN y with the Mouse IFN-gamma Quantikine ELISA Kit (R&D System,
Minnesota, USA) according to the manufacturer’s instructions.

For cytokines array analysis, 31 cytokines and chemokines were analyzed
18h after the 2nd CTLA-4 treatment, using the multiplex assays
manufactured by Meso Scale Discovery (MSD; Gaithersburg, MD).
EMT6 subcutaneous tumors were mechanically disaggregated in 500 pl
of RPMI-1640 medium (in absence of FBS) for 500 mg of tumor. The
cytokines and chemokines analyzed accordingly to the manufacturer
recommandations and were IL-13, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12p70,
IL-15, IL-16, IL-17A, IL-17A/F, IL-17C, IL-17E/IL-25, IL-21, IL-22, IL-23, IL27p28/
IL30, IL-31, IL-33, IFN y, MIP-1a, MIP-2, MIP-3q, IP-10, MCP-1, KC/GRO, TNF-q,
TGF- B2, TGF-B3, TGF-B1. Analyses were performed using the software
Discovery workbench 4.0.

Immunoblots

Confluent cells were washed with cold PBS and scrapped in lysis buffer
(Tris 10 mM pH 7.6; SDS 5; Glycerol 10%; Triton X-100 1%, DTT 100 mM).
After sonication proteins were dosed using Pierce 660 nm Protein Assay
Reagent (Thermo Fisher Scientific) and after loading on 4-15% SDS-
polyacrylamide gels (Bio-Rad) transferred to nitrocellulose membranes
using Trans-Blot Turbo Transfer (Bio-Rad). Membranes were blocked for 1 h
at room temperature with 5% of nonfat dried milk for the Netrin-1 and
with 5% of BSA and 1% of nonfat dried milk for UNC5B. Staining was
performed overnight with primary antibody: anti-netrin1 antibody
(Ab126729, Abcam) and anti-UNC5B (D9M7Z, Cell signaling technology).
After washing, membranes were incubated with secondary antibody, goat
anti-rabbit coupled with HRP for 1h at room temperature. West Dura
Chemiluminescence System (Pierce) was used to intensify the signal.
Imaging was performed using Chemidoch Touch (Bio-Rad). Full membrane
westernblots were included in the supplementary material.

RNA expression analysis

Total mRNAs were extracted from tissues or cells using Nucleospin RNAII
kit (Macherey-Nagel) and 1 ug was reverse transcribed using the iScript
cDNA Synthesis kit (Bio-Rad). Real-time quantitative RT-PCR was
performed on a LightCycler 2.0 apparatus (Roche, Meylan, France) using
the Light Cycler Master Tagman kit (Roche, Meylan, France). Oligonucleo-
tide sequences are available upon request.

Statistical analysis

To test netrin-1 expression, cohorts were dichotomized based on Netrin-1
median expression. Survival curves were produced by the Kaplan-Meier
method on Prism (GraphPad Software, San Diego, California). Data were
analyzed using a Mantel-Cox test. n defines the total number of replicates.
All statistical tests were two-sided. The multivariate analysis was realized
with COX model in the R software. Kaplan-Meier curves of disease-free
survival of overall survival were analyzed with a Gehan-Breslow-Wilcoxon
Test in the GraphPad Prism software.

For mice experiments, statistical methods were not used to predetermine
necessary sample size, but sample size was chosen based on pilot
experiments which applying appropriate statistical test could return
significant results. Tumor growth with time was analyzed by two-way
ANOVA with Bonferroni correction. Survival curves were analyzed using the
Log-rank (Mantel-Cox) test. Flow cytometry data are reported as mean +
s.e.m. in case of representative experiment; the pool of different experiments
is expressed as a ratio of the control group of the single experiment. Statistical
analysis was performed by Mann-Whitney test (GraphPad).
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Les maladies hépatiques chroniques (MHC) affectent plus d’un milliard de personnes dans le
monde et sont les principales causes de lésions hépatiques, de cirrhose et de carcinome
hépatocellulaire (CHC). Malgré leurs diverses origines, incluant les infections, les troubles
métaboliques, les toxines et les facteurs génétiques, les MHC aboutissent toutes a une
inflammation hépatique. Cette inflammation stimule le renouvellement des hépatocytes et la
réparation des tissus, mais peut également exacerber la fibrogenése, conduisant a la cirrhose et
au développement d’'un CHC. Une meilleure compréhension des mécanismes inflammatoires

et de leurs effets pourrait contribuer a améliorer les stratégies de traitement des MHC.

Dans cet article, nous avons identifi¢ la Nétrine-1 comme un facteur dont 1’expression est
induite par I’inflammation hépatique et avons ¢lucidé son mode d’activation. Nous avons
observé que I’induction de la Nétrine-1 n’est pas liée a des modifications de la transcription, de
I’épissage ou de la stabilité de I’ARN, mais repose sur un mécanisme d’induction jusqu’ici
inconnu : une activation exclusivement translationnelle. Ce processus implique le transfert de
I’ARNm de la Nétrine-1 vers le réticulum endoplasmique (RE), I’interaction directe entre la
protéine Staufen-1 (STAU1) et ce transcrit, ainsi que la mobilisation de la Nétrine-1 depuis sa
forme liée a la cellule. STAU1 est une protéine de liaison a I’ARN qui joue un rdle crucial dans
la régulation de la traduction et du transport de I’ARNm. Elle intervient dans la régulation post-

transcriptionnelle de nombreux ARNm, en particulier ceux riches en séquences GC et



présentant des structures spécifiques dans leurs régions non traduites (UTR) 5°. Nos résultats
montrent que STAUI se fixe directement au transcrit de la Nétrine-1 au niveau du RE, ou la
Nétrine-1 est traduite et mobilisée pour la sécrétion. Ainsi, STAU1 semble moduler la
traduction de la Nétrine-1 en régulant a la fois ’accumulation du transcrit et son transfert vers

la voie sécrétoire.

Enfin, nous avons évalué¢ I’effet de 1’anticorps anti-Nétrine-1 dans deux modeles murins
d’inflammation hépatique. L analyse de 1’expression de 248 cytokines inflammatoires a révélé
qu’un traitement au poly (I:C), un activateur des récepteurs toll-like (TLR) 2/TLR3/TLR®6, ainsi
que des récepteurs de ’ARN double-brin, entrainait une augmentation de I’expression de 81
cytokines pro-inflammatoires. Cependant, le traitement avec ’anticorps NP137 contre la
Nétrine-1 a permis de restaurer 1’expression de 15 de ces cytokines, principalement des
chimiokines et des acteurs du systéme de I’interféron. De plus, 1’anticorps NP137 a diminué¢ le
nombre de macrophages Ly6C" dans le foie, une population activée par les chimiokines CCL2,
CCL3 et CCLS. Ces résultats suggerent que la Nétrine-1 joue un role dans 1’amplification de

I’inflammation hépatique.

En conclusion, cette nouvelle étude montre que :
-L’inflammation stimule 1’augmentation de la protéine Nétrine-1, sans entrainer
d’¢élévation de son ARNm, tant dans les échantillons cliniques que chez la souris.
-STAUI médie I'induction de la Nétrine-1 en interagissant directement avec son
transcrit.
-Cette interaction entre STAU1 et I’ARNm de la Nétrine-1 facilite son transfert vers le
RE et sa traduction subséquente.
-L’administration de 1’anticorps anti-Nétrine-1 réduit I’inflammation hépatique chez la

souris.

Ma contribution a ce manuscrit comprend la réalisation de certaines expériences in vivo,

notamment le traitement au NPOO1, NP137 et poly (I:C) et le sacrifice des souris.
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Approach and Results: A panel of cell biology and biochemistry approaches
(reverse transcription quantitative polymerase chain reaction, reporter assays,
run-on, polysome fractionation, cross linking immunoprecipitation, filter bind-
ing assay, subcellular fractionation, western blotting, immunoprecipitation, sta-
ble isotope labeling by amino acids in cell culture) on in vitro—grown primary
hepatocytes, human liver cell lines, mouse samples and clinical samples was
used. We identify netrin-1 as a hepatic inflammation-inducible factor and de-
cipher its mode of activation through an exhaustive eliminative approach. We
show that netrin-1 up-regulation relies on a hitherto unknown mode of induc-
tion, namely its exclusive translational activation. This process includes the
transfer of NTN1 (netrin-1) mRNA to the endoplasmic reticulum and the direct
interaction between the Staufen-1 protein and this transcript as well as netrin-1
mobilization from its cell-bound form. Finally, we explore the impact of a phase
2 clinical trial-tested humanized anti-netrin-1 antibody (NP137) in two distinct,
toll-like receptor (TLR) 2/TLR3/TLR6-dependent, hepatic inflammatory mouse
settings. We observe a clear anti-inflammatory activity indicating the proinflam-
matory impact of netrin-1 on several chemokines and Ly6C+ macrophages.
Conclusions: These results identify netrin-1 as an inflammation-inducible
factor in the liver through an atypical mechanism as well as its contribution to
hepatic inflammation.

INTRODUCTION

Chronic liver diseases (CLDs) affect more than 1 billion
people worldwide. They represent the main etiological
conditions for the onset of liver injury, impaired liver
function (cirrhosis), and HCC.[" Though CLDs exhibit
a high degree of diversity in terms of causal effects,
including infectious (HBV and HCV), metabolic, toxic,
and genetic, they all converge toward hepatic inflam-
mation and represent a pertinent model for its study.
Inflammation in turn drives hepatocyte turnover, ex-
tracellular matrix (ECM) accumulation, histological
worsening, and the long-term induction of tumorigenic
mediators such as IL-6, eventually leading to the devel-
opment of HCC.[?! A clear understanding of the onset
of this inflammatory response and of its outcome in
the hepatic tissue is hampered by biologically opposite
functions, as it favors viral and dead cell clearance, as
well as histological wound healing, but exacerbates
fibrogenesis, thus inducing cirrhosis and oncogene-
sis. Hence, the identification of factors involved in the
harmful consequences of inflammation may lead to its
clinical improvement.

Netrin-1 is well known for preventing cellular apopto-
sis through its binding to “dependence receptors,”[3‘5]
and we demonstrated that it is HBV-HCV induced!®
and endowed hepatocytes with resistance to apoptosis
during the unfolded protein response (UPR),! a hall-
mark of CLDs and cirrhosis. Owing to the causal link

between inflammation, cancer in general, and HCC,
we hypothesized that hepatic inflammation and netrin-1
may be reciprocal influencers in the liver. However, con-
flicting data currently depict the implication of netrin-1
in inflammation by either exacerbating[g'gl or dampen-
ing“o‘m the inflammatory response according to the
setting studied. This prompted us to test its inducibility
and inflammatory contribution in the liver in the context
of previous descriptions in inflammatory bowel disease
and colorectal cancer.*'4

MATERIALS AND METHODS

For better reproducibility, methods that have neces-
sitated in-depth in-house development describing
transfection, preparative and analytical biochemistry,
generation of Netrin-1 Crispr cell lines, flow cytom-
etry analysis, netrin-1 IHC, ImmunoPrecipitation, and
mass spectrometry (MS) are exhaustively described in
Supporting Information 8.

Clinical samples

Clinical liver samples were used under the French
Institutional Review Board (IRBAQ61) “CPP South-
East IV” approval #A16/207 (2016) related to the Inserm
unit 1052 Hepatology biobank, France (#DC2008-235).
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Commercial TMAs used (US Biomax) were the follow-
ing: LV2084, LV2081, LV8011a, LV2085, and LV2086,
of which 34 normal and chronic hepatitis samples were
analyzed. Written informed consent was obtained from
each patient and conformed to the ethics guidelines
of the 1975 Declaration of Helsinki. All activity scores
were determined by the pathology department of the
Lyon University Hospital.

Animal housing, treatment, and
sample harvest

All trials were performed under the French Lyon IRB
agreement #CECCAP_CLB_2014_015 as previously
described.% All the mice received humane care ac-
cording to the criteria outlined in the NIH Guide for the
care and use of laboratory animals, and all the treat-
ments were approuved by the institutional animal care
and use committee. Eight-week-old C57BL/6J mice
(Janvier Labs, Saint-Berthevin, France) were injected
intraperitoneally with NP0O01 or NP137 antibodies (10
mg/kg; circulating half-life of 48 h in the mouse) and
poly(:C) or FSL-1 (Pam2CGDPKHPKSF) (30 g/
mouse and 1 pg/mouse, respectively, Invivogen,
Toulouse, France) at indicated doses or vehicle control
for 16 h and sacrificed before liver harvest. Due to liver
zonation considerations, all analyses were performed
after selection on ice of the median hepatic lobe of all
animals.

Statistics

Normal distribution of data was first assayed using
the Shapiro-Wilk test. All quantitative data were tested
using the two-way ANOVA with Tukey’s multiple com-
parisons test or with the Mann-Whitney test. Slope data
were analyzed using the Mann-Whitney test.

RESULTS

Inflammation fosters netrin-1 protein,
but not mRNA, up-regulation in clinical
samples, in vitro, and in mice

Data related to clinical samples can be found in the
Supporting Information 1. In order to probe the ro-
bustness of these correlative clinical data, we inves-
tigated the potential impact of experimentally induced
inflammation using a panel of toll-like receptor (TLR)
ligands, namely Pam3CysSerLys4 (Pam3CSK4) as
a TLR1/2 agonist, lipopolysaccharide (LPS) as a
TLR4 agonist, flagellin as a TLR5 agonist, FSL-1 as a
TLR2/6 agonist, Riboxxol (molecularly defined TLR3
agonist), and finally low or high molecular weight

(HMW) polyinosinic:polycytidylic acid [poly(l:C)] as
TLR3, RIG-I (retinoic acid-inducible gene 1), and mela-
noma differentiation—associated protein 5 agonists.
Experiments were carried out on HepaRG cells!™ and
in primary human hepatocytes (PHH). RIG-I was also
probed as a control. Pam3CSK4, LPS, FSL-1, Riboxxol,
and HMW poly(l:C) induced netrin-1, suggesting its
relevance in the hepatic environment. Inducibility was
confirmed in PHH for Pam3CSK4, LPS, Riboxxol, and
HMW poly(l:C) (Figure 1A). Chronic viral liver infections
represent one of the major etiologies of CLDs, and,
though still controversial for HBV, HBV and HCV have
been reported to be direct inducers of double-stranded
RNA (dsRNA)-based responses,'®" which in turn un-
leash an inflammatory response in hepatocytes. TLR3
signaling may be activated by a variety of ligands de-
rived from HCV infection or other viral motifs,!"® com-
mensal bacterial'® or hepatotoxicity.[zo] We hereafter
focused on the dsRNA analogue poly(l:C) of HMW as
a viral mimetic and TLR3 agonist and robust netrin-1
inducer.

We initially assayed inflammation-related netrin-1 in-
duction in the liver in vivo. To achieve this, C57BL/6J
male and female mice were challenged with HMW
poly(l:C), before harvesting their liver. Although poly(1:C)
injection did not increase ALT levels in mouse serum
in females and marginally in males (Figure S3A), sev-
eral other markers of inflammation (chemokine [C-X-C
motif] ligand 10, IL-1B, IL-6, KC) were induced in both
sexes. Interestingly, the inducibility of inflammation was
higher in females (Figure S3B). Though NTN7 (netrin-1)
mRNA induction was not observed within total RNA
populations, a western blot and immunohistochemistry
(IHC) approach uncovered netrin-1 induction, which ap-
peared to a greater extent in female mice (Figure 1B—E).
Such data suggest a causal link between inflammation,
inflammation intensity, and netrin-1 induction. By IHC,
netrin-1 staining yielded a homogenous, and therefore
most likely hepatocytic as well, staining pattern, similar
to previous data obtained in human liver.®!

To gain further insight into the mechanisms of ne-
trin-1 production, we conducted a set of in vitro exper-
iments using HepaRG cells™! as well as PHH, where
poly(l:C) led to netrin-1 protein induction in a dose- and
time-dependent manner (56- and 7-fold increase in
HepaRG and PHH after 72 h, respectively). The RIG-I
inducible marker was monitored to verify poly(l:C) activ-
ity (Figure 2A). As a laminin-related protein, netrin-1 is
secreted and may accumulate at the extracellular sur-
face of the plasma membrane. We thus tested netrin-1
signals by immunoprecipitation after heparin-based re-
lease of plasma membrane-bound netrin-1. Data indi-
cate that the previously observed netrin-1 up-regulation
concerns the plasma membrane-bound netrin-1 pool in
both cell types (Figure 2B). Importantly, netrin-1 up-
regulation by inflammation was unrelated to cell death
protection (Supporting Information 2).
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FIGURE 1 Netrin-1 induction in vivo and in vitro. (A) Netrin-1 expression levels were evaluated by immunoblotting (n = 3). (B) Levels

of NTN1 mRNA in total RNA extracts processed from mouse livers were quantified by RT-gPCR. (C) The same liver extracts were probed

for immunoblotting. (D) Densitometric quantification of netrin-1 on mice blots. (E) IHC on netrin-1 using the same antibody. Data are
representative of a total of 40 mice [10 females, 10 males, + poly(:C), Mann-Whitney test (n.s)]. [Correction added on June 21, 2022, after first
online publication: the authors have unpurposely rotated the zoomed image derived from PBS-injected female mice. The authors provide here
the updated figure containing the upright image. The contents described do not alter in any way the scientific data of the paper.]
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FIGURE 2 Cell-associated and soluble netrin-1 levels are up-regulated by poly(l:C) in HepaRG cells and in PHH. (A) Netrin-1
expression levels were evaluated by immunoblotting. (B) Netrin-1 expression levels were evaluated by immunoblotting in total cell lysates or
after immunoprecipitation in supernatants, with or without heparin pretreatment. NP001, isotype control; NP137, anti-netrin-1 Ig. RIG-1 was
used as a poly(l:C) activity control (n = 3, HepaRG; and n = 3 distinct PHH batches in both panels)

Netrin-1 up-regulation is translational and
differs in immortalized/dedifferentiated
cells versus primary hepatocytes

We have first demonstrated that netrin-1 induction
does not rely on transcription, RNA splicing, or RNA
stability (Supporting Information 3). Following the next
step in the biogenetic processing of netrin-1, we then
considered translational regulation as a potential con-
tributor to netrin-1 protein induction. We first submitted
HepaRGs as amenable cells for mechanistic studies,
PHHs, and mouse livers to total polysomal fractionation
using sucrose gradient-based isopycnic ultracentrifuga-
tion followed by gradient trace monitoring, RNA extrac-
tion, and reverse transcription quantitative polymerase
chain reaction (RT-gPCR) on the NTNT transcript.
Adequate fractionation could be evidenced using gradi-
ent UV traces. The presence of the peak of free RNA,
followed by the 40S, 60S, and 80S ribosomal subunits
and preceding the typical oscillating profile of succes-
sive polyribosomes, was identified (Figure 3A, black
and red traces). As expected, translation was more ac-
tive in HepaRG cells than in resting, optimally differ-
entiated, PHH, or mouse livers. Moreover, for HepaRG
cells, the percentage of polysome-bound NTNT mRNA
signals versus total NTN1 signals remained unchanged
on poly(l:C) treatment (87.9% versus 86.0% in treated
cells), whereas in PHH, a major shift of the NTN7 signal
could be observed toward the polysomal compartment

of the gradient (46% versus 89%) (Figure 3B—C). The
polysomal association of the netrin-1 transcript in
mouse livers led to a clear shift of NTN7 toward heavy
polysomes (fractions 13—17) that are associated with
strong translational activity. In order to confirm this, an
EDTA release control experiment[m] was carried out
in all types of samples. EDTA induces polysomal col-
lapse through Mg?" and Ca?* chelation, enabling the
evaluation of the genuine polysomal origin of the RT-
gPCR signals, and reinforced these results (Figure 3A—
C). Our data advocate for distinct modes of regulation
of netrin-1 induction in HepaRG hepatocyte-like cells
and fully differentiated environments such as PHH and
mice livers. Unlike in HepaRGs, mouse livers and PHH
appear to activate total polysome-based translation of
the NTNT1 transcript for the final induction of the protein.
Yet, netrin-1 biogenesis mechanisms remain uncharted
at this stage of the study in HepaRG cells, which are
representative of late stage CLD.!"®!

Because translational propensity of a transcript may
be to some extent uncoupled from its level of associ-
ation to polysomes, intensities of de novo synthesis
of the netrin-1 protein in inflammatory conditions and
in naive HepaRG cells were then quantified. Nascent
proteins were labeled with heavy amino acids on treat-
ment or not with poly(l:C) using a pulsed stable isotope
labeling by amino acids in cell culture method before
netrin-1 immunoprecipitation and MS-based proteomic
analyses. This strategy indicated a 4.5-fold increase
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Inflammation activates translation of the NTN7 transcript in HepaRG cells, PHH, and mouse livers. Samples were

homogenized in polysome lysis buffer and loaded onto a linear sucrose gradient before isopycnic ultracentrifugation. (A) Representative
profile of UV gradient traces. (B) NTN1 distribution profile. Total polyribosomes were processed for NTN7 (n = 3, HepaRG; n = 3 distinct
PHH donors, n = 6 female mice). Mann-Whitney test, *p < 0.05. (A,B) An EDTA release control assay was performed by adding EDTA

to lysates before ultracentrifugation (green values). (C) Quantification of corresponding signals. (D) Total lysates and supernatants (and
labeled with medium or heavy lysine [Lys] or arginine [Arg] isotopes supplemented in Lys/Arg-free William’s E medium) were lysed,
quantified for total protein amounts, and mixed 1:1 before netrin-1 immunoprecipitation. (E) Immunoprecipitated material was run onto SDS-
PAGE and submitted to tryptic digestion and isotope-specific mass spectrometry-based quantification (n = 3 independent experiments).
Diagram used the BioRender software. Mann-Whitney test, ***p < 0.001
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in de novo synthesis of netrin-1 in inflammatory condi-
tions versus naive cells (Figure 3D,E). These data sug-
gest that if ribosomal loading by the NTN7 transcript
per se is not modulated in HepaRG cells, as observed
after polysomal fractionation, processes increasing the
susceptibility of the NTN17 transcript to translation are
strong candidates.

Staufen-1 mediates netrin-1 induction
through direct interaction with the
NTN1 transcript

Netrin-1 is a secreted protein, and its translation should
naturally take place in association with endoplasmic
reticulum (ER) membranes so that cotranslational
translocation of the nascent peptide across the ER
membrane may occur through the transient association
of the peptide’s signal sequence with the translocon.??
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Therefore, netrin-1 translation is conditioned by two dis-
tinct events: association with polyribosomes and accu-
mulation of the transcript at the ER level for subsequent
transfer of the native peptide to the secretory pathway.
Given the pathophysiological relevance of dediffer-
entiated cells in CLD, we took into consideration this
process in order to determine divergences between
HepaRG cells and PHH for netrin-1 induction. Based on
the so-called “sequential extraction” method,'?®! which
allows the investigation of mMRNA partitioning between
cytosol and microsomes, we verified netrin-1 mRNA
enrichment following poly(l:C) treatment using three
protein markers (RIG-I and caspase-3 as cytosolic
proteins and the ER-associated PDI (protein dissulfide
isomerase)/P4HD protein; Figure 4A). Whereas no
significant alteration in cytosolic or membrane-bound
levels of NTN1 transcripts was evidenced on poly(l:C)
treatment in PHH, the level of NTN1 transcript enrich-
ment in membrane-bound versus cytosolic fractions

PHH
Poly(l:C) - +
Cyt Mb Cyt Mb
RIG-I - -
PDI BN e
Casp3
Ponceau Red
staining
PHH
15 — ns

_—

o
1

NTN1 mRNA fold change
2"-(ddCt) (to cytosolic fraction)

0
mmm  Poly(l:C) +

FIGURE 4 NTN1 accumulates in membrane/ER-positive fractions on poly(l:C) treatment in HepaRG cells. (A) Adequate partitioning
was verified by Western blotting on PDI (internal membrane contents) and caspase-3 (cytosolic contents). RIG-I (cytosolic location) was
also probed as a poly(l:C) activity control. The Stephens et al.l= sequential extraction method was used. (B) NTN1 transcripts were
monitored for their partitioning. Mann-Whitney test, *p < 0.05 [n = 3 (HepaRG), and n = 3 distinct PHH batches in both panels]
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increased by 7-fold in inflammatory HepaRG cells
(Figure 4B). These findings indicate that translational
induction of netrin-1 occurs through the transfer of the
NTN1 transcript to the ER before its active translation
in HepaRG cells. We then identified that this pheno-
type was not sensitive to altered differentiation in vitro
(Supporting Information 4).

We then focused on NTN7 mRNA relocalization by
conducting a bibliographic search for proteins partici-
pating in transport and translational regulation of highly
structured, GC (guanine-cytosine)-rich mRNAs in their
5" ends, which the NTN17 transcript belongs to.l”! The
RNA-binding protein Staufen-1 (STAU1) shuttles be-
tween the cytosol and the ER thanks to its association
with microtubules through its tubulin binding domain.?4
STAU1 is implicated in translational activation through
GC-rich, structured 5' untranslated regions (UTRs)®°!
and was proposed to bind to the NTN17 transcript in high
throughput experiments.[26'27] In resting HepaRG cells,
STAU1 displayed a granular staining also observed
in other studies, where it associates with RNA gran-
ules before or after movement on microtubules.!?82°!
Interestingly, poly(l:C) triggered the reconfiguration of
STAU1 signals from a granular to a microtubule-like fil-
amentous pattern, also in accordance with other stud-
ies.B% The number of STAU1-positive granular foci per
cell decreased 11-fold and the percentage of STAU1
filamentous staining-positive cells increased 9-fold with
poly(l:C) (Figure 5A,B). STAU1 staining also displayed
an increased overlap with PDI+ (ER) areas, quantified
using the Li colocalization coefficient. (Figure 5C).
Accumulation of STAU1 at these ER+ areas on poly(l:C)
treatment was verified by immunoblotting after subcel-
lular fractionation using previously described markers
(Figure 5D). Such data suggest that STAU1 may be in-
volved in netrin-1 induction.

Direct interaction between STAU1 and
netrin-1 mRNA promotes its transfer
to the ER and its subsequent translation

In order to test interactions between STAU1 and the
full length netrin-1 mMRNA in our biological context, we
set up a cross linking immunoprecipitation assay in
UV cross-linked HepaRG cells using a variety of rel-
evant positive and negative control transcripts.[26’27]
Immunoprecipitation conditions for STAU1 were first
defined (Figure 6A). Data depicted in the following
panel show significant increase in STAU1-bound NTN1
levels versus several other transcripts, in addition to
a specific and positive impact of poly(l:C) per se on
these NTN1 binding levels to STAU1. Percentages of
transcript inputs are indicated in poly(l:C)-treated or un-
treated conditions in Figure 6B.

To further probe the likelihood of a direct interac-
tion between STAU1 and NTN1, we carried out a filter
binding assay using recombinant STAU1 and in vitro
transcribed NTN71 5'UTR, which provides information
on the affinity of both partners and on their class of
interaction dynamics downstream of collected STAU1-
bound, RNA-conjugated, biotin-avidin-horseradish per-
oxidase (HRP) signals. Based on the profiles obtained,
filter binding data were fit to a sigmoidal equation to
determine binding constants and to estimate the de-
gree of binding cooperativity. Calculation of Kd led to
a value of 1.17 + 0.11 nM. Calculation of the Hill con-
stant was done using the formula Log (81) / Log (EC,/
EC10)[31] and led to a value of 1.9 + 0.28, suggesting a
moderately cooperative interaction. As a control, no in-
teraction between an HBV epsilon loop RNA sequence
and STAU1 was observed. In competition experiments,
incubation of increasing concentrations of unlabeled
NTN1 5'UTR led to displacement of the prebound la-
beled NTN1 5'UTR RNA, whereas, again, no reversion
of STAU1-NTN1 5'UTR complex-derived signals could
be achieved using HBV control RNA Figure 6C,D.
Altogether, such data suggest that the RNA-binding
protein STAU1 directly associates with the 5’UTR of
the netrin-1 transcript. This finding corroborates the
accumulation of STAU1 at the ER level for enhanced
translational susceptibility of the mRNA of this secreted
protein.

In order to functionally confirm the implication of
STAU1 in the accumulation of the NTN1 transcript at ER
sites for netrin-1 protein induction, we tested the effect of
RNAi-mediated STAU1 depletion on poly(l:C)-induced
NTN1 accumulation at the ER and on netrin-1 induction.
Both approaches showed reversion of poly(l:C)-induced
netrin-1 signals in HepaRG cells (Figure 6E-G). In order
to assess whether dependence of netrin-1 induction to-
ward STAU1 is widespread in dedifferentiated hepato-
cytic contexts, we depleted STAU1 in the Hep3B cell line
and in PHH as a control. We observed that netrin-1 in-
duction was also reversed by STAU1 depletion in Hep3B
cells but not in PHH, which is data consistent with the
abovementioned NTN7 mRNA transfer-independent
phenotype of the latter (Figure S11). Altogether, these
mechanistic data indicated that STAU1-dependent tran-
script transfer to the ER in dedifferentiated hepatocytic
cells determined netrin-1 induction. A comparison of re-
sults obtained in hepatocytic lines and PHH suggests
that mRNA relocalization and translational activation per
se seem to be mutually exclusive mechanisms across
both cell environments yet, importantly, converging and
enabling netrin-1 induction. We finally also demonstrated
that netrin-1 induction does not rely on posttranslational
steps (Supporting Information 5), providing final evi-
dence that netrin-1 induction occurs through exclusive
translational activation.
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FIGURE 5 Poly(l:C) induces STAU1 relocalization and accumulation at the ER. (A) Representative immunofluorescence-based
localization of PDI (red) and STAU1 (green). (B) Number of STAU1-positive dots per cell and percentage of fibrillar STAU1-positive cells
versus total cells are shown. Mann-Whitney test after Shapiro-Wilk test (*p < 0.05, n = 3 independent experiments). (C) Li diagrams
coefficient calculations for PDI and STAU1 colocalization quantification, respectively, using the JACop plugin from the ImageJ software.
Twenty random fields were acquired per biological sample (n = 3 independent experiments). (D) STAU1 transfer to the ER on inflammation
assessed by immunoblotting. Markers used are depicted in Figure 4A (n = 3 independent experiments)

A phase 2 trial-validated antibody
enabling netrin-1 capture unravels its
contribution to hepatic inflammation
in mice

We first identified netrin-1 as a diffusible factor during in-
flammation (Supporting Information 6). Considering that

this diffusible status corroborated previously known tissu-
lar effects of netrin-1,%93233 we treated C57BL/6J mice
with the clinically used and well-tolerated anti-netrin-1
antibody NP137 (NCT02977195)3 or its NPOO1 isotypic
control 32 h before challenging them with poly(1:C) for 16
h and liver harvest (Figure 7A). Treatment with the former
dampened poly(l:C)-induced netrin-1 levels (Figure 7B,C)



SMIAGZMIUMIPXZOBBqe0ALDAEIOTISALLIAHPO0AEIEAHIDII/ADA

UMY EXOMADYOINXZOHISABZIUTM+BYNIO L WNO0TZ LABYHJOSHINQUG AQ day/woo mmj| s[eulnol//:diy woly pspeojumoq

¥20¢/22/80 uo

1354 | HEPATIC INFLAMMATION ELICITS PRODUCTION OF PROINFLAMMATORY NETRIN-1
(A) Flow through 1P (B) T Powre)- 19G IP T powtre) STAU1 IP
Input NoAb IgG STAU1 NoAb IgG__ STAU1 20_ Foliier = Powtier ey
Poly(lC) - + - + - + - + - - # = + L
RIG-I ’ — —~ — -— ‘ 15 - il e
Netrin-1‘ e p— - - ‘ s | B
& o4 e
sTau1 IR S 2 S = =
dadad 1 4 2 o = - =
B-actin ‘---m— ‘
ND1 ATP6 C110RF58 MDM2 NTN1
negative controls positive controls
(©) < [STAU1] nM
FX < 1.0
ocsoq'é”)é’v\f\,v%@qu‘}’ﬁ'
S < O O O QO QO QO N o N ﬁ0.8
) - e
NTN1 5UTR Nitr ceeo 2 06 —— NTN15UTR
N+ LN N = ® —— HBV epsilon
04
4
Nitro | = 02
HBV il
N e eeeeseesee 3 oo
[21]
(D)
S :
@,g, [Competitor] nM <Z( 1.0-
oQ v ® © v 0w qu (,;9 X 984
S Q0 OO O N 5 o N T
Nio, @ @ © O . B 06+ —— NTN15UTR
NTN1 5’UTR < |
ve ®00®OOE s 3o - HBVepsion
nd 9O O OO OO0 S 02
HBV epsilon 3 0.0
N+‘. ‘ m Y T T
0.1 1 10
[Competitor] n(M
(E) - (F) (G)
£
S SISTALH SiSTAU1 ——
Py — 3 - — #1 _ _#2 _ siControl #1 #2 —
ve Poly(lC) - + - % _- _+_ 250 **
RIG-I — — P 'g 1
CMCMCMC MCMC M 82 ]
- - - \ gE
52
_ S 150
Netrin-1 '.n - —— PDI| ww ww ww e ww ﬁg
e =
Casp3‘. R —— ‘ £ 1004
E‘g’ 504
STAU1 —— Poncea:u.R‘ed & 5
staining siControl #1 #2
SISTAUT
B-tubulin M-‘ == Poly(C)- == Poly(:C)+
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in HepaRG cells. (A) cross linking immunoprecipitation/STAU1 immunoprecipitation. HepaRG cell lysates were immunoprecipitated before elution
and one-dimensional SDS-PAGE. (B) Negative control (mitochondrial) transcripts, positive control transcripts for STAU1 binding,?®! and NTN1
were quantified on immunoprecipitated materials relatively to inputs. Mann-Whitney test, ***p < 0.01 (n = 5 independent experiments). (C) Filter
binding assay. The ability of the biotin-labeled NTN7 5'UTR RNA to bind STAU1 was assessed by measuring the ratio of HRP signals between the
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added on June 21, 2022, after first online publication: due to too high contrast of the initial netrin-1 blot image, the authors provided an updated
Figure 6 displaying the same uncontrasted image. The contents described do not alter in any way the scientific data of the paper.]
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FIGURE 7 Netrin-1 capture by a clinically used antibody dampens hepatic inflammation in mice. (A) Workflow created with Biorender.
com. (B) Hepatic netrin-1 levels in mice were measured by western blotting. (C) Quantification of signals. (D) Ntn1 was quantified by RT-
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in addition to its netrin-1 capture activity.[34] Such
events occurred again independently of NTN1 RNA up-
regulation in all instances (Figure 7D). Gene expression
analysis was conducted on a panel of 248 inflammation-
related cytokines. Poly(l:C)-triggered up-regulation of 81
inflammation-related transcripts (Table S7). Our experi-
ment highlighted a causal relationship between netrin-
1 inactivation by NP137 and reversion of the induction
of 15 transcripts, of which several encode chemokines
(chemokine [C-C moitif] ligand [Ccl] 2, -1.63-fold; Ccl3,
-1.51-fold; Ccl5, -1.64-fold; Ccl8, -1.33-fold). Four actors
related to the inflammation-associated interferon system
(signal transducer and activator of transcription [Staf] 1,
2'5'-oligoadenylate synthetase 1, 2'-5-oligoadenylate
synthetase like,interferon induced protein 44 were also
significantly reversed, albeit more weakly, together with
the master regulator of inflammation cyclooxygenase
prostaglandin-endoperoxide synthase 2 and its product
prostaglandin 12. Consistently, the only NP137-induced
transcript out of the 248 analyzed targets encodes an
anti-inflammatory kinase, ribosomal protein S6 kinase
A5 (+1.44-fold, Figure 7E). In order to further document
this phenotype that implicates several chemotactic fac-
tors, we performed a flow cytometry analysis to moni-
tor immune cell population regulation. Gating strategies
are shown in Figure S15, where the three left panels
depict Ly6C* CD11'°" F4/80" gatings (from top to bot-
tom: Poly(I:C)+ and NP0O1, Poly(l:C)+ and NP137, and
finally Ly6C fluorescence minus one control on pooled
cells from all mice). Monocyte-derived macrophages
(CD45" CD11b* F4/80™") remained stable. Total Kupffer
cells (CD45% CD11b™" F4/80"™) counts were not regu-
lated. However, the NP137 antibody specifically reversed
Ly6C™ intrahepatic macrophages counts in inflammatory
conditions (Figure 7F), a population that is activated
by CCL2, CCL3, and CCL5 in four distinct models of
CLD.B>3" Confirmatory data were obtained in the context
of lipopeptide FSL-1-driven inflammation (Supporting
Information 7). Hence, such data identify netrin-1 as an
amplifier of liver inflammation induced by two unrelated
microbial classes of triggers (dsRNA and lipopeptides), in
accordance with its role in other organs.[8'9'32]

DISCUSSION

In the present study, we identify a to-date unknown
mode of induction of netrin-1 and unveil the implication
of STAU1 during inflammation. Transcriptional regu-
lation is considered to be a hallmark regulatory step
in liver differentiation processes,*® and regulation of
netrin-1 has been repeatedly identified as transcription
dependent through hypoxia inducible factor 1 alpha
subunit or NF-kB transcriptional complexes,”o'm'?’g]
suggesting this work’s timeliness. However, increas-
ing evidence suggests that processes that need swift
temporal regulation in highly remodeled tissues, such

as during inflammation, and, more generally, onco-
genic processes and associated resistance, also rely
on translational modulation.[*%4'!

For instance, hepatocytic differentiation is strongly
associated with important down-regulation of a ma-
jority of transcripts at the total RNA level and a con-
comitant up-regulation in polysomal fractions of a
subset of hepatocytic differentiation-related mRNAs.?
Experimental activation of the mTOR pathway, which is
present in half of HCC cases, impairs hepatocytic dif-
ferentiation and impedes the translation of transcripts
moderating lipid homeostasis and cell growth.[43]
Following the UPR, netrin-1 translation is selectively fa-
vored during global translation shutdown, together with
internal ribosome entry site—bearing transcripts impli-
cated in cell survival and transformation.l”’ Moreover,
the liver is one of the most, if not the most, active secre-
tory and metabolic organs in human physiology, as well
as being exposed to real-time needs for metabolic and
hence secretory regulation (acute phase, postprandial
phases). It is thus conceivable that the biogenesis of
secreted factors such as netrin-1 are more often con-
strained by swift regulatory processes such as trans-
lational control in the liver than in other organs. The
present data, to be interpreted as a confirmation of the
particular susceptibility of netrin-1 to posttranscriptional
regulation, strengthen the need for more frequent mo-
lecular analyses of inflammatory processes using total
RNA-unrelated enrichment methods, such as polyso-
mal profiling, at least at the level of the liver.

Moreover, we have shown, depending on the cell
system of interest, i.e., undifferentiated HepaRG or
PHH, that netrin-1 biogenesis under inflammation was
specifically regulated at the mRNA localization level in
the former but at the translational level per se in the
latter case. The presence of these mechanisms is of
interest, because it appears that two distinct modes of
posttranscriptional regulation actually converge toward
a single phenotypic outcome, i.e., netrin-1 increase.
Pathophysiological needs for delivering this final phe-
notype therefore seem to override cell type-specific
functional singularities, suggesting that induced ne-
trin-1 conveys important functions in the liver, either im-
munomodulatory[8'9'32'33] or, in the long term, merging
with hepatoprotection as an antiapoptotic factor.B—544

This phenotype relies on the RNA-binding protein
STAU1, the implication of which is to-date undocu-
mented in inflammation. However, STAU1 has recently
been shown to foster gastric cancer progression in
a cyclin- and kinase-dependent manner®! and also
to take part in an enhancer Of zeste 2 polycomb re-
pressive complex 2 subunit-related, HCC-promoting
pathway,[46] suggesting the relevance of further stud-
ies aiming at characterizing its implication in end-stage
liver disease, possibly through netrin-1. Interestingly,
STAU1 regulates cortical neurogenesis, a process that
is highly dependent on netrin-1 as well 47!
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This work suggests a potential link between hepatic
inflammation and liver disease progression through ne-
trin-1. Direct cross-talks between inflammation and HCC
have been notably defined through the IL-6/glycoprotein
130/STAT3 axis and lymphotoxin beta.® Our study im-
proves the understanding of the potential implication of
inflammation in the evolution of CLDs and identifies an
actionable target for its modulation. Chronic inflammation
of a given tissue is counterbalanced by ECM growth. As
mentioned before, netrin-1 is a laminin-related protein that
shares several structural features with ECM-constituting
proteins. As a consequence, one may hypothesize that
netrin-1 could participate in ECM growth. A recent study
featuring netrin-1 as a fibrosis promoter in the inflamma-
tory Iung[49] strengthens the likelihood of this hypothe-
sis. Finally, the humanized anti-netrin capture antibody
NP137 developed by the authors®4 (US Clinical Trials
#02977195) displays anti-inflammatory activity in the
present setting and identifies netrin-1 as a previously un-
known proinflammatory factor in CLD.
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	Thèse Maëva Finale 11
	jiang-et-al-2021-targeting-netrin-3-in-small-cell-lung-cancer-and-neuroblastoma
	Perampalam
	kryza-et-al-2023-from-netrin-1-targeted-spect-ct-to-internal-radiotherapy-for-management-of-advanced-solid-tumors
	 Abstract
	 Introduction
	 Results
	 Netrin-1 is a poorly diffusible matrix-binding protein
	 Characterization of a new companion test for real-time netrin-1 detection
	emmm202216732-fig-0001
	emmm202216732-fig-0002
	emmm202216732-fig-0003
	 NP137-177Lu as a new theranostic compound to target aggressive tumors
	 Radiolabeled NP137 as new diagnostic tools for early tumor detection and treatment of a transgenic cancer model

	 Discussion
	emmm202216732-fig-0004
	emmm202216732-fig-0005

	 Materials and Methods
	 Human tumor samples
	 Tumor cell lines
	 Western blots
	 In vivo preclinical models
	 Conjugation
	 Generation of Fab and F(ab&prime;)2 fragments and synthesis of DOTA and NODAGA-immunoconjugates
	 Radiolabeling
	 Biodistribution studies
	 Imaging
	 BioLayer interferometry
	 Autoradiography
	 Stability assays
	 Statistical analyses

	 Data availability
	 Acknowledgements
	 Author contributions
	 Disclosure and competing interests statement
	 References
	emmm202216732-bib-0001
	emmm202216732-bib-0002
	emmm202216732-bib-0003
	emmm202216732-bib-0004
	emmm202216732-bib-0005
	emmm202216732-bib-0006
	emmm202216732-bib-0007
	emmm202216732-bib-0008
	emmm202216732-bib-0009
	emmm202216732-bib-0010
	emmm202216732-bib-0011
	emmm202216732-bib-0012
	emmm202216732-bib-0013
	emmm202216732-bib-0014
	emmm202216732-bib-0015
	emmm202216732-bib-0016
	emmm202216732-bib-0017
	emmm202216732-bib-0018
	emmm202216732-bib-0019
	emmm202216732-bib-0020
	emmm202216732-bib-0021
	emmm202216732-bib-0022
	emmm202216732-bib-0023
	emmm202216732-bib-0024
	emmm202216732-bib-0025
	emmm202216732-bib-0026
	emmm202216732-bib-0027
	emmm202216732-bib-0028
	emmm202216732-bib-0029
	emmm202216732-bib-0030
	emmm202216732-bib-0031
	emmm202216732-bib-0032
	emmm202216732-bib-0033
	emmm202216732-bib-0034
	emmm202216732-bib-0035
	emmm202216732-bib-0036


	Anna-Rita
	Netrin-1 blockade inhibits tumor associated Myeloid-derived suppressor cells, cancer stemness and alleviates resistance to chemotherapy and immune checkpoint inhibitor
	Introduction
	Results
	Netrin-1 expression is associated with clinical progression and cancer stemness in ovary and breast tumors
	Netrin-1 blockade induces cell death and delays relapse
	Netrin-1 blockade alleviates resistance to immune checkpoint inhibitor therapy
	PMN-MDSCs participate to netrin-1 mediated cancer stem cell enrichment and resistance to immune checkpoint inhibitors

	Discussion
	Materials and methods
	Ethics, human tumors samples and biological annotations
	Cell culture
	In vivo mice models and materials
	Serial transplantation, tumor-initiating cell sorting and mammosphere culture
	Immunohistochemistry
	Flow cytometry analysis
	Cell isolation
	Proliferation viability and cell death assays
	IFN-γ production
	Co-culture
	Cytokine analysis
	Immunoblots
	RNA expression analysis
	Statistical analysis

	Acknowledgements
	ACKNOWLEDGMENTS
	Author contributions
	Competing interests
	ADDITIONAL INFORMATION


	hepatic_inflammation_elicits_production_of.14
	Hepatic inflammation elicits production of proinflammatory netrin-�1 through exclusive activation of translation
	Abstract
	INTRODUCTION
	MATERIALS AND METHODS
	Clinical samples
	Animal housing, treatment, and sample harvest
	Statistics

	RESULTS
	Inflammation fosters netrin-�1 protein, but not mRNA, up-�regulation in clinical samples, in vitro, and in mice
	Netrin-�1 up-�regulation is translational and differs in immortalized/dedifferentiated cells versus primary hepatocytes
	Staufen-�1 mediates netrin-�1 induction through direct interaction with the NTN1 transcript
	Direct interaction between STAU1 and netrin-�1 mRNA promotes its transfer to the ER and its subsequent translation
	A phase 2 trial-�validated antibody enabling netrin-�1 capture unravels its contribution to hepatic inflammation in mice

	DISCUSSION
	ACKNOWLEDGMENTS
	CONFLICT OF INTEREST
	AUTHOR CONTRIBUTIONS
	REFERENCES



