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Nectine-4

Un biomarqueur pronostique et une cible
thérapeutique potentielle dans le cancer
du sein triple-négatif

Manel M-Rabet!, Francois Bertucci®®, Daniel Birnbaum?,

Marc Lopez2

> Avec 49000 nouveaux cas et 12000
déces par an!, le cancer du sein est un
probléme de santé publique en France.
’hétérogénéité clinique qui le caractérise
est associée également a une hétéro-
généité moléculaire, (=) Voir la Nouvelle

que révelent les geF. Bertucciet

technologies dites
omiques® [1] (=¥).
Ces méthodes ont
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permis, en effet, d’améliorer notre com-
préhension de la maladie et de définir
des sous-types moléculaires associés au
pronostic. Elles ont également vocation a
orienter la décision thérapeutique. Pour-
tant, celle-ci est encore principalement
conditionnée par I’étude, en immuno-
histochimie, du niveau d’expression des
récepteurs hormonaux des cestrogenes
(RE) et de la progestérone (RP), et de
la protéine oncogénique HER2/ERBB2
(human epidermal receptor growth factor
2). Sur cette base, trois sous-types prin-
cipaux sont décrits en clinique : Le lumi-
nal (environ 45 % des cas ; de phénotype
[RE*/RP*/HER27]) sensible & I’hormono-
thérapie anti-cestrogene ; le sous-type
HER2 (environ 25 % des cas; de phé-
notype [RE"/RP/HER2*]) sensible aux
thérapies ciblant I'oncogéne HER?2, dont
I"anticorps herceptin/trastuzumab ; et le
sous-type triple négatif ou TN (environ
20 % des cas; de phénotype [RE/RP/
HER271) pour lequel il n’existe pas de

! Données de I'Institut National du Cancer.

2 Technologie omique : analyse a haut débit permettant une
mesure globale des processus moléculaires impliqués dans le
développement des cancers, dans le but d’améliorer la prise en
charge de la maladie (classification, pronostic et traitement).
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thérapie ciblée, et dont le seul traitement
systémique repose sur la chimiothérapie
a base d’anthracycline et de taxane.

C’est dans ce contexte que nous avons
récemment décrit un nouveau biomar-
queur pronostique du sous-type TN (RE€™/
RP/HER2"), appelé nectine-4, et montré
son potentiel comme cible thérapeutique.

Cancer du sein TN

Le sous-type TN (RE/RP"/HER2") est
un cancer du sein agressif, d’évolution
rapide, avec moins de 70 % de survie
a 5 ans [2]. Les études fondées sur
des approches de type omique ont per-
mis de progresser dans la classification
de ce cancer, son pronostic et surtout
dans I'identification de cibles « action-
nables »°. Au début des années 2000,
des études ont en effet permis de mon-
trer, sur la base de I"expression génique
des cellules tumorales, que le sous-type
TN présentait un phénotype assez proche
de celui de I’épithélium basal/myoépi-
thélial mammaire (appelé basal-like ou
BL) [3]. Plus récemment, plusieurs clas-
sifications moléculaires du sous-type TN
ont été proposées [4, 5]. Le sous-type
TN a alors été subdivisé en six entités
moléculaires [5] : deux sous-groupes
BL(basal-like)1 et 2, deux sous-groupes
mésenchymateux, M (mesenchymal-
like) et MSL (mesenchymal stem-like),
un sous-groupe immunodulateur (1), et
un sous-groupe LAR (luminal androgen

% Cible actionnable : cible moléculaire impliquée dans le
développement de la tumeur pour laquelle il existe un médi-
cament spécifique capable de bloquer son activité.
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receptor). Ces sous-groupes TN peuvent
étre éligibles a des thérapies ciblées,
comme I"hormonothérapie anti-andro-
gene pour le sous-groupe LAR, ou I'im-
munothérapie.

D’autres anomalies génomiques
« actionnables » du sous-type TN
offrent de nouvelles options thérapeu-
tiques. Ces anomalies contribuent a la
dérégulation de voies métaboliques clés
impliquées dans la réparation de I’ADN,
la prolifération et le cycle cellulaire.
Parmi les plus fréquentes, on notera
les mutations du gene TP53 retrouvées
dans 60 a 80 % des cas [6]. Viennent
ensuite les geénes de la voie PI3K/AKT/
mTOR (phosphatidylinositol-3-kinase/
protein kinase B/mammalian target
of rapamycin) et le régulateur négatif
PTEN (phosphatase and TENsin homo-
log) (dans environ 10 % des cas) impli-
qués indirectement dans le contrdle
du cycle cellulaire [6]. Les génes BRCA
(breast cancer)l et 2 qui contribuent au
controle de la stabilité et de I'intégrité
du génome sont plus rarement mutés
[7]. Des thérapies ciblées contre les
protéines codées par ces génes sont
actuellement testées en recherche cli-
nique dans le sous-type TN avancé.

Le sous-type TN se singularise aussi
des autres sous-types par un taux
d’infiltration lymphocytaire tumorale
plus important [8]. LUactivité cyto-
toxique de ces lymphocytes infiltrant
la tumeur est inhibée par la liaison
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Figure 1. Inmunoconjugué anti-nectine-4 dans le traitement des cancers du sein TN. A. La nectine-4 est une molécule d’adhérence présentant 3

domaines de type immunoglobuline (Ig), stabilisés par un pont disulfure. Un anticorps anti-nectine-4 dirigé contre un épitope du domaine Ig-V a

été sélectionné pour son affinité et pour sa capacité d’internalisation. Cet anticorps a été couplé a la monométhylauristatine-€ (MMAE - [étoile

rouge]) via un agent de liaison chimique (trait marron) clivable par les cathepsines cellulaires. La MMAE bloque la dynamique des microtubules

et la division cellulaire. B. Le traitement de souris « xénogreffées » avec des tumeurs TN positives pour la nectine-4, induit une forte régression,

voire une rémission des localisations métastatiques. Dans cet exemple, les métastases apparaissent aprés résection de la tumeur primaire et

régressent, sous "effet du traitement, de fagon rapide, compléte et durable. ADC : antibody-drug conjugate.

de molécules-ligands, exprimées a la
surface des cellules tumorales (comme
PD-L1 [programmed death-ligand
1], B7-1/B7-2 [CD80/CD86]), & leurs
récepteurs inhibiteurs de I’activation
des lymphocytes T impliqués dans la
tolérance du soi (récepteurs de point de
contréle immunitaire : PD-1 [program-
med cell death-1], CTLA-4 [cytotoxic
T-lymphocyte-associated protein 4 ou
CD152] respectivement). Des biothéra-
pies utilisant des anticorps humanisés
sont développées en clinique pour blo-
quer ces interactions et rétablir I"acti-
vité cytotoxique des lymphocytes T [9].
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Plusieurs médicaments sont donc en
développement pour le sous-type TN.
Cependant, le traitement systémique
actuel ne repose que sur la chimio-
thérapie cytotoxique classique. Nous
avons identifié la nectine-4 comme un
biomarqueur de surface du sous-type
TN, éligible au traitement par immuno-
conjugué et des développements cli-
niques sont en cours [10].

La nectine-4

La nectine-4 est une molécule d’ad-
hérence de la famille des nectines qui
est constituée de quatre membres. Les

protéines nectine appartiennent a la
superfamille des immunoglobulines : elles
présentent trois domaines structuraux
extracellulaires apparentés a ceux des
immunoglobulines. Leur région cytoplas-
mique est impliquée dans des fonctions
de signalisation et permet également
leur ancrage au cytosquelette d’actine,
au niveau des jonctions adhérentes épi-
théliales via une protéine échafaudage
appelée afadine [11]. Les molécules de
nectine forment des cis-diméres a la sur-
face d’une cellule via leur domaine extra-
cellulaire. Ces cis-dimeéres forment des
trans-interactions homophiliques (entre
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deux molécules identiques) et hétérophi-
liques (entre deux molécules différentes :
nectine et autres molécules apparentées)
entre les cellules adjacentes [12] (=9).

Les protéines nectine initient les pre-

miers contacts

(=») Voir la Synthese
de G. Fournier et al.,
m/s n° 3, mars 2010,
page 273

entre cellules adja-
centes et contri-
buent au recrute-
ment de cadhérines, puis a la formation
et a la stabilisation des jonctions adhé-
rentes (JA). Des mutations de la nec-
tine-4, ou de son contre-récepteur, la
nectine-1, ont été décrites. €lles ont été
impliquées dans des syndromes de dys-
plasie ectodermique chez I’homme [13].
Une altération structurale de I’organisa-
tion des JA épithéliales caractérise ces
syndromes.

’expression de la nectine-4 est retrou-
vée au niveau de I’ectoderme embryon-
naire chez I’homme. A la différence
des autres membres de cette famille,
son expression est rare dans les tis-
sus adultes. La nectine-4 a été récem-
ment identifiée comme le récepteur
épithélial du virus de la rougeole [14].
Exprimée a la surface basolatérale des
cellules épithéliales de la trachée, elle
supporte I"émergence du virus dans les
voies respiratoires, au cours des étapes
tardives de Iinfection, contribuant, lors
d’expectorations, a la contagiosité éle-
vée du virus. La nectine-4 est le premier

récepteur identi-

(=) Voir la Nouvelle
de M. Mateo et

M. Lopez, m/s n° 4,

avril 2012, page 363

fié comme récep-
teur du virus pour
sa sortie de ’hote
[15] (=9).

Un nouveau biomarqueur et une cible
thérapeutique du cancer du sein TN
Certains membres de la famille des
nectines constituent une nouvelle
classe d’antigenes tumoraux potentiel-
lement éligibles comme biomarqueurs
et cibles thérapeutiques [12]. La nec-
tine-4 a été décrite comme un anti-
gene tumoral, dans différents carci-
nomes, comme les carcinomes du sein,
de I'ovaire et du poumon. Nous avons
analysé I’expression transcriptionnelle
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du géne PVRL4 qui code la nectine-4,
dans une série regroupant 5673 can-
cers du sein invasifs au diagnostic.
Une association entre I’expression de
PVRL4 et celle du groupe de génes
caractérisant le sous-type basal-like
a été retrouvée. Elle est corrélée a un
pronostic péjoratif au sein du sous-
type TN, et ce de maniére indépendante
des facteurs pronostiques classiques
[10]. Uanalyse par immunohistochi-
mie confirme la forte expression de
nectine-4 dans deux-tiers des cancers
du sein TN. Dans des modeéles in vitro
et in vivo, son expression ectopique
dans les cellules tumorales mammaires
augmente leurs capacités migratoires,
invasives et tumorigénes, en accord
avec I'impact pronostique défavorable
en clinique. Uensemble de ces proprié-
tés nous a permis de proposer que la
nectine-4 pourrait étre une cible thé-
rapeutique dans le sous-type TN. Son
expression rare dans les tissus sains
adultes, sa présence a la surface des
cellules tumorales, ses propriétés pro-
oncogéniques associées @ un mauvais
pronostic, et le fait qu’elle soit inter-
nalisée au cours de infection virale,
nous ont orientés vers le développe-
ment d’un outil thérapeutique de type
immuno-conjugué.

Un immuno-conjugué, en anglais
antibody-drug conjugate (ADC), est
constitué d’un anticorps couplé a une
drogue, via un agent de liaison chimique
(Figure 1A). Un ADC correspond donc
d une chimiothérapie ciblée (via un
antigéne spécifique) par opposition a
la chimiothérapie classique qui touche
toutes les cellules, cancéreuses et nor-
males, le but étant de réduire la toxicité
de la chimiothérapie tout en augmen-
tant son efficacité. Cette derniere est
conditionnée en partie par les niveaux
d’expression de la cible et, également,
par la possibilité pour la molécule
d’étre internalisée par endocytose puis
dégradée au niveau lysosomal, ce qui
aboutit a la libération de la drogue
dans la cellule. Des stratégies analo-
gues fonctionnent. Ainsi, le Kadcyla/

trastuzumab-DM1, également un ADC,
a regu une autorisation de mise sur le
marché dans le traitement du cancer du
sein HER2" réfractaire au trastuzumab.
Nous avons produit un ADC anti-nec-
tine-4 et démontré que "on pouvait
réduire, voire méme faire disparaitre,
aprés un seul traitement, les tumeurs
TN isolées de patientes, greffées chez
des souris, au niveau de la glande mam-
maire [10] (Figure 1B), et cela de fagon
rapide et durable. Ce type de réponse a
été également observé sur des rechutes
locales, ainsi que sur des lésions métas-
tatiques. Dans tous les cas, le niveau
de la réponse tumorale dépend de la
dose injectée, mais également du niveau
d’expression de la nectine-4 dans la
tumeur greffée.

Ces résultats sur des modeéles précli-
niques proches de la physiopathologie
sont tres prometteurs. lls ont incité le
laboratoire a développer un nouveau
médicament actuellement en phase de
développement préclinique chez I’ani-
mal. Il pourrait représenter une nouvelle
arme dans Iarsenal thérapeutique du
cancer du sein TN. Son utilisation pour-
rait s’étendre au-dela du cancer du sein
TN, puisque la nectine-4 est exprimée
a la surface de cellules pathologiques
d’autres cancers de mauvais pronostic,
comme les carcinomes de I'ovaire et du
poumon. ¢

Triple-negative breast cancer therapy
via nectin-4 targeting
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Role pronostique des microARN
des exosomes circulants dans
le myélome multiple

Salomon Manier!™%, Xavier Leleu?, Hervé Avet-Loiseau

> Le myélome multiple (MM) est une
hémopathie maligne caractérisée par
une prolifération clonale de plasmocytes
médullaires [1]. Le MM est une mala-
die hétérogene sur le plan moléculaire,
mais également au niveau des réponses
au traitement [2]. Une stratification du
risque permettrait de constituer différents
groupes de patients atteints de MM et in
fine, d’améliorer leur prise en charge thé-
rapeutique. Le principal marqueur pronos-
tique actuellement utilisé dans le MM, est
représenté par I'ISS (international staging
system) [3]. Il est fondé sur I’évaluation
des taux d’albumine et de béta-2-mi-
croglobuline réalisée lors du diagnostic.
Une version dite révisée (R-ISS) inclut le
taux de LDH (lactate deshydrogénase) et
les anomalies cytogénétiques comme la
translocation t(4; 14) et la délétion 17p
[4]. Les anomalies moléculaires présentes
au sein des cellules tumorales, pourraient
également améliorer la stratification du
risque.

Les exosomes sont des nano-vésicules de
50-140 nm de diametre, qui contiennent

m/sn® 11, vol. 33, novembre 2017
DOI:10.1051/medsci/20173311008

cell movement and proliferation. Nat Rev Mol Cell Biol
2008 ;9 : 603-15.

. Fournier G, Garrido-Urbani S, Reymond N, Lopez M.
Nectines et nectines-like. Med Sci (Paris) 2010 ; 26 :
273-9.

. Brancati F, Fortugno P, Bottillo |, et al. Mutations in

PVRL4, encoding cell adhesion molecule nectin-4,

cause ectodermal dysplasia-syndactyly syndrome. Am

J Hum Genet 2010 ; 87 : 265-73.

Muhlebach MD, Mateo M, Sinn PL, et al. Adherens
junction protein nectin-4 is the epithelial receptor for

measles virus. Nature 2011 ; 480 : 530-3.

. Mateo M, Lopez M. Nectine-4, une protéine clé pour la
transmission du virus de la rougeole. Med Sci (Paris)
2012 ;28 : 363-5.

1

n

1

o

14.

'

1

o

IService d’hématologie, Hopital Huriez, CHRU Lille, rue Michel
Polonowski, 59000 Lille, France.

%Inserm UMR-S 1172, IRCL (Institut de recherche sur le cancer
de Lille), place Verdun, 59000 Lille, France.

SInstitut du cancer Dana-Farber, 450 Brookline Ave, 02215
Boston MA, €tats-Unis.
4Service d’hématologie, CHU Poitiers, 2, rue de la Milétrie,

86021 Poitiers, France.

5 SInstitut universitaire du cancer Oncopole, avenue Hubert
Curien, 31100 Toulouse, France.

salomon.manier@inserm.fr

xavier.leleu@chu-poitiers.fr

avetloiseau.herve@iuct-oncopole.fr

des protéines et des
acides nucléiques comme
des microARN (miARN) [5]. Ils sont
sécrétés par plusieurs types de cellules,
dont les cellules cancéreuses, et peuvent
€tre isolés aisément a partir du sang
périphérique. Les exosomes favorisent
la progression tumorale dans de nom-
breux types de cancers, en particulier
par le transfert de miARN de cellules a
cellules [6-8]. Ceux-ci agissent princi-
palement comme répresseurs de la tra-
duction de leur ARN messager cible. En se
fixant a leur région 3’-UTR (untranslated
transcribed region), ils induisent leur
dégradation par le complexe RICS (RNA-
induced silencing complex). Les miARN
circulent par Pintermédiaire de deux
mécanismes principaux : ils se fixent aux
protéines AGO (argonaute) au cours de
la mort cellulaire par apoptose ou par
nécrose, ou ils sont sécrétés dans des
exosomes par un processus actif.

Dans notre étude, nous avons caracté-
risé le role pronostique des miARN des
exosomes circulants dans le MM. Les

exosomes ont été recueillis a partir
d’échantillons de sérum de patients
atteints de MM, par une technique de
centrifugation séquentielle associée
a Putilisation d’un agent (le polymére
Exoquick®) permettant de les concen-
trer. Les ARN de petite taille, contenus
dans les exosomes, ont été isolés a
partir de dix échantillons provenant
de patients et de cing échantillons de
donneurs sains. Ils ont été caractérisés
par séquencage a haut-débit. La grande
majorité des « petits » ARN étaient
constitués de miRNA dans les deux types
de prélevements. Des ARN nucléaires et
nucléolaires, des ARN ribosomiques,
des ARN messagers, et des ARN longs
non codants (lincRNA, long interge-
nic non-coding RNA) ont également
été détectés. Une analyse d’expression
différentielle nous a permis de définir
des sous-groupes de miARN qui étaient
significativement sous ou sur-exprimés
dans les exosomes de patients atteints
de MM [9].
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