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PREAMBULE

PREAMBULE

Les sarcomes représentent un groupe hétérogene de cancers rares avec une incidence
estimée & 4 500 nouveaux cas par an en France. Malgré un traitement locorégional bien conduit
(chirurgie associée a de la radiothérapie), plus de 40 % des patients atteints de sarcomes vont
développer une rechute métastatique. Les agents cytotoxiques classiques (doxorubicine,
ifosfamide, gemcitabine) ont dans cette situation une efficacité limitée. En effet, la survie
médiane des patients n’est que de 12 a 18 mois. Les progrés réalisés dans la connaissance de la
biologie des tumeurs ont conduit a identifier de potentielles nouvelles cibles thérapeutiques.

Dans le cadre de nos travaux, nous avons cherché a caractériser le potentiel
thérapeutique du ciblage de la voie PI3K/mTOR dans un sous-type particulier de sarcome, le
Iéiomyosarcome. Nous avons étudié les antitumoraux de plusieurs inhibiteurs de la voie
PI3K/mTOR sur différentes lignées cellulaires humaines de léiomyosarcome. Nous avons
également développé des modeles de résistance secondaire a ces inhibiteurs afin de déterminer
de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Nous aborderons dans un premier temps les caractéristiques cliniques et
morphologiques des sarcomes des tissus mous en genéral et des Iéiomyosarcomes en particulier.
Nous ferons ensuite une description de la voie de signalisation PI3K/mTOR, de son r6le dans
la tumorigenese et de son potentiel en termes de cible thérapeutique. La deuxieme partie du
manuscrit sera consacrée a la présentation et a la discussion de nos résultats expérimentaux

ainsi qu’aux perspectives qu’ils impliquent.
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Chapitre 1 - Les Tumeurs des tissus mous

A. Définition

Les tissus mous ont pour origine embryologique principale le mésoderme et sont des
éléments du corps qui servent de soutien aux organes. Ce sont des tissus, non osseux et non
composés d’épithélium, qui regroupent notamment les tissus adipeux, les tissus synoviaux
(tissus qui entourent les articulations), les muscles (lisses et striés), les vaisseaux sanguins et
lymphatiques, les tendons et les nerfs (Dennis et al., 2012). Les tissus mous peuvent étre le
siege de tumeurs bénignes ou malignes. Dans ce dernier cas, on parle de « sarcome » (du grec
ancien sarks, sarkos, la chair). Les sarcomes des tissus mous (STM) peuvent survenir dans
n’importe quelle localisation anatomique. Les extrémités en particulier inférieures représentent

la localisation la plus fréquente (Grimer et al., 2010).

9%
Téte et cou

31%

60% . Lol s
Tronc et rétropéritoine

Extrémités

(Honoré et al., 2015)

Figure 1 : Localisation des tumeurs de tissus mous
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B. Epidémiologie
B.1 Prévalence, incidence et mortalité

La prévalence moyenne des sarcomes se situerait a environ 4,6 pour 10 000 dans
I’ensemble de la population mondiale, soit 100 fois moins que celle des tumeurs bénignes
(Wibmer et al., 2010). L’incidence des STM, normalisée selon 1’age, est d’environ 5 pour 100
000 habitants avec 25 000 nouveaux cas par an en Europe et elle est globalement identique
entre les hommes et les femmes (Boam et al., 2016). L.’age médian de survenue est 55 ans. Les
sarcomes représentent seulement 1 % des tumeurs malignes de 1’adulte mais jusqu’a 8 % chez
I’enfant et 1’adolescent (Torre et al., 2015). L’incidence en France serait ainsi de ’ordre de 4
000 nouveaux cas par an (Ducimetiére et al., 2011).

La survie relative a 5 ans des patients atteints de sarcomes est médiocre en comparaison
de celle d’autres cancers atteignant environ 58 % (Stiller et al., 2013). L’age du patient, le type
histologique et le grade de la tumeur sont trois facteurs pronostics majeurs de la survie globale
des patients (Coindre et al., 1996). Les taux de survie sont généralement similaires entre les
hommes et les femmes (Ferrari et al., 2016).
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(Stiller et al., 2013)

Figure 2 : Survie relative a 5 ans (en %) suivant [ histologie de la tumeur des tissus mous
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B.2 Etiologie

Les facteurs de risques des sarcomes des tissus mous sont mal connus. Certains d’entre

eux ont pu toutefois étre identifiés.

B.2.1 Les prédispositions génétigues

Certaines affections génétiques héréditaires ont été associées a un risque de survenue
d’un sarcome des tissus mous. Parmi elles, le rétinoblastome héréditaire causé par une mutation
du géne RB1, le syndrome de Werner, trouble tres rare causé par une mutation du géne WRN,
le syndrome de Li-Fraumeni causé par une mutation du géne TP53 ou du géne CHEK2 et la
neurofibromatose de type 1 (maladie de Recklinghausen) causée par une mutation du géne NF1
(Ballinger et al., 2016; Kleinerman et al., 2012; Pemov et al., 2017).

B.2.2 La radiothérapie

L’exposition a des rayonnements ionisants a été associée a un risque accru de survenue
de sarcomes parfois plusicurs années apres 1’exposition. Par exemple, I’incidence d’apparition
d’une tumeur des tissus mous apres radiothérapie est d’environ 1 % (Galper et al., 2002). La
plupart des estimations sont basées sur des patientes atteintes d’un cancer du sein et traitées par
irradiation adjuvante. Par ailleurs, une récente étude suggére que des patients ayant une
mutation germinale du géne RB1 ont un risque plus élevé de développer des sarcomes apres

irradiation (Rosemann et al., 2014).

B.2.3 Les infections virales

Plusieurs virus ont été décrits comme étant des facteurs favorisant la survenue de
tumeurs des tissus mous. Par exemple, le virus Epstein-Barr est associé au développement de
tumeurs des muscles lisses (Lee et al., 1995) tandis que le virus humain de 1’herpés 8 (HHV8)

joue un réle clé dans la survenue du sarcome de Kaposi (Chang et al., 1994).

B.2.4 L’environnement

De nombreux herbicides produit dans les années 1940 (composes notamment de

chlorure de vinyle, de dioxine ou encore d’acide 2,4,5-trichlorophénoxyacétique) et largement
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utilisés dans 1’agriculture, la foresterie, les parcs et les jardins ont été corrélés a I’apparition de

tumeurs des tissus mous (Coggon et al., 2015).

C. Classification actuelle des sarcomes des tissus mous
C.1 Classification histologique

La classification histologique de référence des tumeurs des tissus mous est celle publiée
sous 1’égide de I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). L’OMS répertorie les tumeurs
bénignes et malignes des tissus mous en 12 grandes classes secondairement divisées en 113
sous-types histologiques (Fletcher, 2014). Cette classification repose sur la mise en évidence
d’une ligne de différenciation phénotypique révélée par 1’étude histologique et
immunohistochimique. Ainsi, les tumeurs des tissus mous présentant une ligne de
différenciation musculaire lisse sont appelées « Iéiomyomes » lorsqu’elles sont bénignes et
« léiomyosarcomes » lorsqu’elles présentent des caractéristiques histologiques de malignité.
Les liposarcomes (tissus graisseux), les léiomyosarcomes et les sarcomes indifférenciés
(sarcomes qui ne montrent pas de ligne de différenciation identifiable) sont les histotypes les

plus fréquents de sarcomes.

Angiosarcomes Autres
5% 10%

Sarcomes du systéme nerveux
5% e
Rhabdomyosarcomes //\\I\
5% = T

Synovialosarcomes
10%

Sarcomes indifférenciés

‘/

~._ Liposarcomes
25%

Léiomyosarcomes
20%

(Neuville et al., 2013)

Figure 3 : Répartition des sous-types histologigues des sarcomes

Toutefois cette classification histologique présente des limites. En effet la morphologie
ou le stade de différenciation de certaines tumeurs peuvent conduire a des erreurs de

classification nosologique et donc de diagnostic. Par exemple, les synovialosarcomes sont
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classés parmi les tumeurs malignes a différenciation incertaine selon 1’OMS car ils
n’appartiennent pas a une lignée de différenciation clairement définie et leur histogenese est
inconnue. Les liposarcomes dédifférenciés posent également probléeme et peuvent étre
confondu avec d’autres types de sarcomes non adipeux. Pour repousser ces limites de
classifications morphologiques apparentes, des études cytogénétiques permettent, en
complément, de faire le tri des tumeurs des tissus mous en déterminant des marqueurs
d’identifications et permettre une classification objective et reproductible. On peut actuellement
classer les sarcomes en 2 grandes catégories moléculaires :

- Les sarcomes a génomique simple caractérisés par des anomalies telles que des

translocations chromosomiques récurrentes, des amplifications simples ou encore des

mutations.

- Les sarcomes a génomique complexe.

C.1.1 Les sarcomes a translocations spécifiques

Environ 30 % des sarcomes sont caractériseés par une translocation réciproque
specifique. La description en 1983 d’une translocation récurrente dans le sarcome d’Ewing a
été la premiére anomalie moléculaire spécifique décrite dans une tumeur solide humaine. Cette
translocation constitue actuellement le critére majeur de définition du sarcome d’Ewing (Aurias
et al., 1983). Le développement des techniques de biologie moléculaire associé a la
cytogénétique permettent actuellement de détecter de nombreuses autres translocations comme
par exemple la translocation t(12;16)(g13;p11l) qui caractérise le liposarcome myxoide a
cellules rondes (Panagopoulos et al., 1997). Parmi une dizaines d’histotypes différents, les
rhabdomyosarcomes alvéolaires ou encore les synovialosarcomes rentrent également dans cette

catégorie (Jain et al., 2010).
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Histologie Translocations Genes de fusion | Fréquences

t(11;22)(g24;912) EWSR1-FLI1 90 %

1(21;22)(q22;912) EWSR1-ERG 8%

Sarcome d'Ewing t(7;22)(p22;912) EWSR1-ETV1 rare
t(17;22)(q12;912) EWSR1-ETV4 rare

t(2;22)(933;q12) EWSR1-FEV rare

t(16;21)(p11;q22) FUS-ERG rare

t(X;18)(p11;q11) SS18-SSX1 65 %

Synovialosarcome t(X;18)(p11;q1l) SS18-SSX2 35 %
t(X;18)(p11;q13) SS18-SSX4 rare

Liposarcome myxoide / a t(12;16)(q13;p1l) FUS-DDIT3 95 %
cellules rondes t(12;22)(913;912) EWSR1-DDIT3 rare
t(2;13)(q35;914) PAX3-FOXO1A 70 %

Rhabdomyosarcome t(1;13)(936;q14) PAX7-FOXO1A 20 %
alveolaire t(2;X)(p35;913) PAX3-MLLT7 rare
1(2;2)(g35;023) PAX3-NCOAI rare

Tumeur desmoplastique a t(11;22)(p13;912) EWSR1-WT1 95 %
cellules rondes 1(21;22)(922;912) EWSR1-ERG rare
Fibrosarcome congénital t(12;15)(p13;925) ETV6-NTRK3 90 %
t(9;22)(q22;912) EWSR1-NR4A3 75 %

Chondrosarcome myxoide t(9;17)(922;911) TAF2N-NR4A3 25 %
extra-squelettique t(9;15)(p22;921) TFC12-NR4A3 rare
t(9;22)(922;915) TFG-NR4A3 rare

Dermatofibrosarcome t(17;22)(922;q13) COL1A1-PDGFB 95 %
Sarcome a cellule claire Y(12:22)(q13,q12) EWSRI-ATF1 95 %
t(2;22)(933;q12) EWSR1-CREB1 rare

Tableau 1 : Translocations spécifiques dans les sarcomes

C.1.2 Les sarcomes & amplifications simples

Ce groupe est représenté principalement par les liposarcomes bien différenciés et les
liposarcomes dédifférenciés qui sont caractérisés par une amplification récurrente des géenes
MDM2 (100 % des cas) et CDK4 (90% des cas) (Sirvent et al., 2007). Le diagnostic des tumeurs
des tissus adipeux est alors facilité par une analyse immunohistochimique complétée si
nécessaire par des techniques comme la « Polymerase Chain Reaction » quantitative (QPCR)
ou I’hybridation in situ en fluorescence (FISH).

C.1.3 Les sarcomes & mutations activatrices ou inhibitrices

Les tumeurs stromales gastro intestinales (GIST) sont des tumeurs développées aux
dépens du tractus digestif et présentent dans 80-85 % des cas, une mutation activatrice au niveau

de ’exon 11 (65 % des patients), I’exon 9 (10 % des patients), I’exon 13 ou I’exon 17 du gene
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KIT (Reichardt et al., 2016). Dans 10-15 % des cas, les patients ne présentent pas de mutation
du gene KIT mais une mutation du gene PDGFRA dans I’exon 12, 14 ou 18. Ces mutations
constituent une cible thérapeutique qui a bouleversé le pronostic de ces patients. La survie a 1
an des patients atteint de GIST est voisine de 90 % avec I’utilisation de I’imatinib (Gleevec®),
un inhibiteur des tyrosines kinases (George et al., 2012).

Des mutations inactivatrices sont observées au niveau de genes suppresseurs de tumeurs
comme NF1 dans les tumeurs malignes des gaines des nerfs périphériques (Friedrich et al.,
2007). Egalement, des tumeurs rares comme la tumeur rhabdoide, touchant principalement les
enfants, et le sarcome épithélioide présentent une inactivation du géne SMARCBL1, impliqué

dans le remodelage de la chromatine (Biegel et al., 1999).

C.1.4 Les sarcomes & génomiques complexes

Plus de 50 % des sarcomes des tissus mous de I’adulte ne comportent pas d’anomalie
génomique spécifique ni récurrente et sont dits a génomique complexe. lls surviennent en
général a un age plus tardif que les sarcomes a génétique simple et ils sont caractérisés par une
histologie plus agressive et une altération fréquente de la voie TP53 (Pérot et al., 2010). Les
Iéiomyosarcomes, les liposarcomes pléomorphes, les rhabdomyosarcomes pléomorphes, les
myxofibrosarcomes et les sarcomes indifférenciés sont les principaux représentants de cette

classe.

C.2 Classification selon le grade histologique

Le type histologique seul n’est pas suffisant pour prédire 1’évolution clinique de la
maladie. Un systeme de gradation reproductible et prédictif dit « grade de la fédération
nationale des centres de luttes contre le cancer (FNCLCC) » a été développé par le Pr Jean-
Michel Coindre (Coindre et al., 1986; Trojani et al., 1984). Ce grade, basé sur des parametres
histologiques (la différenciation tumorale, 1’index mitotique et 1’étendue de la nécrose
tumorale), est le facteur pronostic le plus significatif de survie sans métastases (Coindre et al.,
1996). Il n’est toutefois pas applicable a tous les types histologiques de sarcomes comme
notamment les angiosarcomes, les sarcomes a cellules claires ou encore les sarcomes

épithélioides.
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Figure 4 : Courbe de survie suivant le grade histologique, la taille et la profondeur de la tumeur

(Basé sur une cohorte de 546 patients. groupe 1 : grade 1 et grade 2 (superficiel) ; groupe 2 : grade 2
(profond) et grade 3 (superficiel) ; groupe 3 : grade 3 (profond) et taille de la tumeur < 10 cm ; groupe
4 : grade 3 (profond) et taille de la tumeur > 10 cm)

C.3 Classification selon le stade

Au-dela des caractéristiques intrinséques de la tumeur, une stadification tumorale est

établit selon la classification TNM (tumeur-ganglion-métastase) de 1’American Joint Cancer

Comittee (AJCC) et de I’Union internationale contre le cancer (UICC). Ce modele, développé

par le chirurgien frangais Pierre Denoix dans les années 1940, s’applique a 1’ensemble des

tumeurs solides. Il se base sur I’ensemble des paramétres histologiques et cliniques qui sont le

grade, la taille et I’extension de la tumeur primitive, 1’envahissement ganglionnaire

lymphatique régional et la présence de métastases (American Joint Comittee on Cancer, 2017).
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Stade Tumeur | Ganglion | Métastase | Grade

Tla NO MO Gl

Stade 1A T1b NO MO G1 Tl Tumeur < 5cm ‘

Stadelp | 122 | NO_| MO | Gl S
T2b NO MO Gl T2 Tumeur = S5cm

Stade 1A Tla NO MO G2, G3 T2a  Tumeur superficielle
Tib NO MO G2, G3 T2b  Tumeur profonde

Sagenp | T2 | 0| |2 e
T2b NO MO G2 MO Pas de métastases a distance

Stade 111 Tza’ T2b NO MO G3 Ml Meétastases a distance
T1-2 N1 MO G1-3

Stade IV | T1-2 NO-1 M1 G1-3

Tableau 2 : Stade TNM selon I'AJCC/UICC (2010)

D. Prise en charge thérapeutique
D.1 Sarcomes des tissus mous localisés

La chirurgie est le traitement de référence des sarcomes localisés. Cette chirurgie doit
étre planifiée aprés avoir obtenu une certitude diagnostique grace a une biopsie préalable et
apres discussion en réunion pluridisciplinaire. Suivant la difficulté de I’acte chirurgical, elle
peut étre précédée ou suivie d’un traitement par chimiothérapie ou radiothérapie en fonction

des cas.

D.2 Sarcomes des tissus mous métastatiques

La chimiothérapie est le traitement de référence des patients atteints de sarcome des
tissus mous métastatiques.

La doxorubicine (un inhibiteur de la topoisomérase 11) représente le standard de 1°®
ligne de traitement (Antman et al., 1993). D’autres agents cytotoxiques comme I’ifosfamide (un
agent alkylant), la trabectidine (un antinéoplasique alcaloide), la gemcitabine (un
antimétabolite) ou I’éribuline (un antineoplasique) sont utilisés en routine clinique (Garcia-Del-
Muro et al., 2011; Le Cesne et al., 2012). En 2007, la trabectédine (yondelis™) a été approuvée
par ’EMA, ’agence européenne des médicaments. En 2016, suite a la validation d’un essai de

phase Il (essai visant a comparer le nouveau médicament aux traitements standards) intégrant
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des patients atteints de LMS avancés et de liposarcomes (Demetri et al., 2016), la FDA (Food
and Drug Administration) des Etats-Unis a également approuvé ce medicament.

Le pazopanib, un inhibiteur de tyrosine kinase ciblant en particulier VEGFR2, est la
seule thérapie ciblée a avoir obtenue une autorisation de mise sur le marché pour la prise en

charge des patients atteints de sarcome des tissus mous (Van der Graaf et al., 2012).

+ radiothérapie
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igne nthracycline/Ifosfamide base d’anthracyclines

1 |

Trabectédine Trabectédine
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(Le Cesne and Reichardt, 2015)

Figure 5 : Schéma général de la prise en charge des tumeurs des tissus mous
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Chapitre 2 — Les 1éiomyosarcomes

A. Généralités

Les léiomyosarcomes (LMS) sont des sarcomes caractérisés par une différenciation
musculaire lisse représentant jusqu’a 15 % des STM (Neuville et al., 2013). Leur analyse
histologique montre des faisceaux de cellules fusiformes entrecroisés ayant un cytoplasme
éosinophile abondant et un noyau allongé hyperchromatique. L’étude immunohistochimique de
la présence cytoplasmique de la H-caldesmone ou plus récemment de la transgeline, des
protéines impliquées dans la contraction des cellules musculaires lisses, est souvent un
complément utile pour confirmer la différenciation musculaire lisse de la prolifération
cellulaire. En effet, la transgeline a été décrite comme étant un nouveau marqueur de diagnostic
pour distinguer les léiomyosarcomes différenciés des peu différenciés dans lesquels la
caldesmone est négative (Robin et al., 2013; Tawfik et al., 2014). Les cellules tumorales
expriment également 1’actine musculaire lisse et la desmine mais ces anticorps sont moins

spécifiques, pouvant étre exprimés dans d’autres types tumoraux.

(Robin et al., 2013)

Figure 6 : Photos représentatives de Iéiomyosarcomes (x40) : coloration a /’hématoxyline éosine
safran (a), expression de la caldesmone (b) et de la transgeline (c)

B. Epidémiologie

L age médian au diagnostic est de 55-60 ans avec un sex-ratio légérement désequilibré
en faveur des femmes (Goldblum et al., 2014). Quelques cas ont été décrits chez des enfants, le
plus souvent en association au virus de 1I’Epstein Baar chez des individus porteurs du VIH
(McClain et al., 1995). Le risque de rechute métastatique est d’environ 40 % avec un taux de
survie a 5 ans de 64 % (Fletcher et al., 2013).
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Le pronostic des LMS est défini par la taille et le degré d’extension initial de la tumeur
ainsi que par le grade histologique de la FNCLCC. Il existe également des différences de
pronostic selon la localisation, les 1éiomyosarcomes du rétropéritoine étant de plus mauvais
pronostic que les Iéiomyosarcomes des extrémités. Il n’existe aucun argument en faveur d’une
transformation possible de Iéiomyome (tumeur bénigne a différenciation musculaire lisse) en
Iéiomyosarcome et il est actuellement accepté que les LMS sont des tumeurs qui surviennent
de novo (Goldblum et al., 2014).

C. Localisation des léiomyosarcomes

Les LMS des tissus mous surviennent au niveau de quatre sites anatomiques distincts
que sont le rétropéritoine, les vaisseaux sanguins, les membres et la peau (Abbasi et al., 2015;
Hager et al., 2017; Nystrom et al., 2017; Slimane et al., 2016).

C.1 Les LMS rétropéritonéaux

Ces tumeurs sont en général bien différenciées et se présentent comme des masses
volumineuses avec une taille moyenne au moment de la découverte d’environ 20 cm (Gronchi
et al., 2016). Elles surviennent dans les deux tiers des cas chez les femmes. La complexité
anatomique du rétropéritoine et la proximité des tumeurs des structures vitales limitent les
possibilités d’exérése compléte. De plus, méme dans les LMS rétropéritonéaux completement
reséqués, la récidive locorégionale est fréquente, atteignant jusqu’a 50 % des cas (Nussbaum et
al., 2016). Ainsi, leur pronostic est péjoratif avec 70-80 % de déces a 5 ans (Gronchi et al.,
2013).

C.2 Les LMS cutanés superficiels

Les léiomyosarcomes de la peau, aussi appelé LMS cutanés superficiels, sont des
tumeurs rares, représentant 2-3 % de I’ensemble des sarcomes avec une incidence globale de
0,04 % (Holst et al., 2002). Ces LMS sont présent chez les personnes de tous les ages mais avec
un pic situé entre 60 et 70 ans. Les hommes sont généralement sur-représentés avec un rapport
d’environ 3:1. Des travaux antérieurs montrent que ces tumeurs peuvent étre divisees en deux
sous-types : les LMS intradermiques qui auraient pour origine les muscles arrecteurs du poil et
les LMS sous-cutanés d’origine vasculaire (Fields and Helwig, 1981). Ces deux sous-types

présentent les mémes caractéristiques morphologiques telles que la présence de cellules
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fusiformes a différenciation musculaire lisse, une petite taille (< 5 cm), un taux variable de
pléomorphisme nucléaire, une présence de mitoses et la présence variable de nécrose. Les
Iéiomyosarcomes intradermiques ont un excellent pronostic alors que les formes sous-cutanées
peuvent étre associées a des récidives locales ou metastatiques (Kraft and Fletcher, 2011,
Miettinen and Fetsch, 2006).

C.3 Les LMS des membres

Les léiomyosarcomes des extrémités ou des membres représentent seulement 10 % des
sarcomes des membres. Malgré un traitement locorégional bien conduit, une récidive
métastatique survient dans 40 % des cas et le taux de survie a 5 ans est de 65 % (Farshid et al.,
2002).

C.4 Les LMS d’origine vasculaire

Les Iéiomyosarcomes d’origine vasculaire sont des tumeurs agressives rares observées
de facon prédominante chez les femmes avec un rapport de 3:1. lls représentent 0,5 % de tous
les sarcomes des tissus mous de 1’adulte et le taux de survie des patients a 5 ans est d’environ
45 % (Laskin et al., 2010). Une résection complete de ces tumeurs reste le traitement le plus
efficace. Seulement une centaine de patients atteints de LMS d’origine vasculaire ont été
rapportés dans la littérature et la grande majorité de ces tumeurs proviennent de la veine cave
inférieure et des veines larges des extrémités inférieures (Italiano et al., 2010). Dans ces
cohortes de patients, de nombreuses rechutes locales avec métastases ont été observées

principalement au niveau des poumons et du foie.

D. Les altérations génomiques connues

Les études de cytogénétique conventionnelle (caryotypage) et moléculaire (FISH
(Fluorescence In Situ Hybridization) et CGH (Comparative Genomique Hybridization)) de
méme que les techniques de séquencage de nouvelle génération ont permis de mieux

caractériser les altérations génetiques des Iéiomyosarcomes.

D.1 Les altérations cytogénétiques

L’analyse cytogénétique des léiomyosarcomes a montré 1’existence d’aberrations

chromosomiques complexes non récurrentes (Guillou and Aurias, 2010).
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Figure 7 : Caryotype représentatif d 'un individu sain (gauche) et atteint d’'un LMS (droite)

Les régions des chromosomes les plus fréquemment rapportées comme étant altérées
sont des pertes des régions 10q11-21.2 et 13q14.3-21.1 et des gains des régions 5p14-15, 8924,
15025-26 et 17p11-12 (Barretina et al., 2010; Wang et al., 2001). Les régions chromosomiques
perdues en 10q et 13q contiennent respectivement les génes suppresseurs de tumeurs PTEN et
RB1. Une perte du géne PTEN associée a un gain de la Cycline A peut étre associée a des LMS
agressifs (Hu et al., 2005). L’analyse des composants de la voie RB1/cycline D1 dans les
Iéiomyosarcomes a révélé des altérations chez 90 % des patients et a été corrélée a un mauvais
pronostic (Meza-Zepeda et al., 2006).

D’autres altérations cytogénétiques de nombre tels que des gains des régions
chromosomiques 6q, 8qg, 16p, 17p ou une trisomie 9 et des pertes des régions 1p36 et 8p21 ont
été décrites dans des séries limitées (El-Rifai et al., 1998; Larramendy et al., 2006; Wang et al.,
2003). Celles-ci ont été parfois associées a des caractéristiques anatomo-cliniques mais aucun

geéne cible de ces remaniements n’a été clairement identifié.
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Altérations Chromosomes .
. . Observations
cytogenetiques touches
Spl4-15 LMS de haut-grade
6q Fréquent dans les tumeurs de grandes tailles
Gain
15925
Fréquent dans les tumeurs de petites tailles
16p
(< 5cm)
I'lp
1p36
Haut risque de métastases
8p21
Perte
10q
\ LMS de haut-grade, réduction du temps de
13ql2 .2 .
survie a 5 ans des patients
13q14-21
Amplification 17p11 Fréquent dans les tumeurs de petites tailles
(< 5cm)

(Yang et al., 2009)

Tableau 3 : Les aberrations génétiques fréquentes dans les LMS

D.2 Les altérations moléculaires

Peu de travaux analysant les altérations moléculaires des LMS par I'utilisation des
techniques de séquencage Sanger ou de séquencage nouvelle génération ont éte rapportes dans
la littérature. L’institut Bergonié promeut actuellement un programme, dans le cadre du
consortium ICGC (International Cancer Genome Consortium), destiné a séquencer le génome
et le transcriptome de plus de 150 LMS afin d’en préciser les caractéristiques moléculaires. Les

données de la littérature montrent toutefois 1’existence de plusieurs altérations récurrentes.
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D.2.1 La voie TP53

La voie régulatrice p14/MDM2/TP53, aussi nommée voie TP53, est bien connue pour
son role antitumoral. Elle induit ’arrét du cycle cellulaire, la senescence ou ’apoptose des
cellules cancéreuses (Sherr and McCormick, 2002). La majorité des Iéiomyosarcomes est
caractérisee par une altération de cette voie TP53 résultant d’une inactivation bi-allélique du
géne TP53 (50 % des LMS) ou d’une perte d’expression de p14 (un activateur de la voie TP53)
suggérant un role important de cette voie dans la tumorigenése des LMS (Pérot et al., 2010).

D.2.2 ATRX

La prolongation alternative des télomeres ou ALT (Alternative Lenghtening of
Telomeres) est un mécanisme qui maintient les téloméres dans les sarcomes des tissus mous
(Henson et al., 2005). Ce phénomeéne a été associé a la perte d’expression de la protéine ATRX
(Alpha Thalassemia/Mental Retardation Syndrome X-Linked) dans 15 % des cas de

Iéiomyosarcomes (Liau et al., 2015).

D.2.3RB1

RB1 est un géne suppresseur de tumeur qui exerce un contrle négatif du cycle
cellulaire. La perte de ce géne a été associée a la tumorigenese des sarcomes et plus précisément
a celle des léiomyosarcomes (Stratton et al., 1989). Les patients atteints de rétinoblastomes
héréditaires dus a une perte hétérozygote du géne RB1 développent des Iéiomyosarcomes avec
une fréquence élevée (Francis et al., 2012). La perte d’expression de la protéine p16™4A (un
activateur de RB1) suite a une méthylation de son promoteur a été également corrélée a
I’apparition de LMS (Kawaguchi et al., 2003).

D.2.4 MYOCARDIN

La majorité des léiomyosarcomes est caractérisée par I’amplification d’un gene codant
pour laMYOCARDIN (MYOCD), un régulateur du développement et de la differenciation des
muscles lisses. Des travaux ont rapporté que le géne MYOCD est hautement amplifié dans les
LMS du rétropéritoine (Pérot et al., 2009). Ces études ont également suggéré que la MYOCD
induit la différenciation des muscles lisses et favorise la migration cellulaire des

Iéiomyosarcomes (Kimura et al., 2010).
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D.2.5 La voie PI3BK/mTOR

Les LMS sont caractérisés par des pertes fréquentes d’expression de PTEN (un
régulateur négatif de la voie de signalisation PI3K/mTOR). Elles résultent de délétion ou de
méthylation du promoteur du gene PTEN survenant dans plus de 55 % des cas (Zhang et al.,
2014). Cette inactivation jouerait un réle majeur dans la tumorigenese comme suggéré par des
travaux précliniques mettant en évidence que I’inactivation de PTEN entraine 1’apparition de
tumeurs a différenciation musculaire lisse avec une activation constitutive de la voie
PISBK/mTOR (Hernando et al., 2007).

Voies de signalisation Altérations Fréquences
Mutation ou délétion homozygote de TP53 65 %
TP53 Délétion homozygote de pl14 15%
Amplification de MDM2 10 %
RB1 Mutation ou délétion hétérozygote de RB1 45 %

Délétion hétérozygote ou méthylation de p167%+4 15 %

ALT Mutation d’ATRX 20 %
Méthylation ou délétion homozygote de PTEN 55%

3K/
PIBK/mIOR Mutation de PI3K 10 %

Diftférenciation des

e . an o
cellules musculaires lisses Amplification de MYOCD 30%

(Agaram et al., 2016; Lee et al., 2017)

Tableau 4 : Les altérations moléculaires fréqguentes observées dans les LMS

E. Traitements des LMS

La prise en charge thérapeutique des patients atteints de LMS ne différe pas de celle des
autres sarcomes des tissus mous. Au stade localisé, la chirurgie associée a la radiothérapie est
le traitement de réference des tumeurs de localisation profonde (sous-aponévrotique). Au stade
métastatique, la chimiothérapie est le traitement standard. Plusieurs médicaments peuvent étre
utilisés dans ce contexte, tels que la doxorubicine, la trabectédine, la gemcitabine ou le
pazopanib. D’une maniére générale, les LMS seraient caractérisés par un meilleur pronostic

apres traitements en termes de survie globale que les STM (Savina et al., 2017). Au stade
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métastatique, les LMS présenteraient une sensibilité plus importante a la gemcitabine qu’aux
autres médicaments (Pautier et al., 2012).
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Chapitre 3 - La voie de signalisation PI3K/mTOR dans les

tumeurs humaines

A. Généralités

La voie de signalisation PI3K/mTOR est une voie de signalisation intracellulaire qui
répond aux hormones et facteurs de croissance. Ces stimuli sont reconnus par un récepteur
membranaire et activent une cascade de phosphorylation de plusieurs protéines intracellulaires
dont les trois principales que sont PI3K (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-Kinase),
AKT et mTOR (Mammalian Target Of Rapamycin) afin d’assurer différentes fonctions
cellulaires (Zhang et al., 2007). Dans les cellules saines, ces fonctions sont tres variées et
incluent notamment la régulation de la survie et la différenciation cellulaire, de la synthese
protéique, de la prolifération, de 1’angiogenése, du métabolisme et de la migration cellulaire
(Vanhaesebroeck et al., 2010). Cette voie constitue un centre d’intérét important dans 1’é¢tude
de I’oncogenese car la plupart des protéines la constituant sont des genes suppresseurs de
tumeurs ou des proto-oncogeénes dont la mutation peut favoriser le développement d’un

processus tumoral.
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Figure 8 : La voie de signalisation PI3K/mTOR et ses fonctions cellulaires
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B. Les composantes de la voie PI3BK/mTOR
B.1 La PI3K de classe |

Les protéines PI3K sont regroupées en trois classes (I, I1, 1) qui different selon leur
structure, leur spécificite de substrat, leur distribution tissulaire et leurs mécanismes
d’activations. Les trois classes peuvent phosphoryler les phosphoinositides en position 3 du
noyau inositol mais seule la kinase de classe | est capable de générer du phosphatidylinositol-
3,4,5-triphosphate (PIP3) nécessaire a I’activation de la voie PI3K/mTOR (Backer, 2008;
Falasca and Maffucci, 2012).

B.1.1 Structure et fonctions

La PI3K de classe I est une protéine hétérodimérique qui se compose d’une sous-unité
régulatrice et d’une sous-unité catalytique (p110) qui produit le second messager PIPs. Au sein
de cette classe se distingue généralement deux groupes, la classe IA (p110a, p110f et p1103)

et la classe IB (p110y) sur la base de leur sous-unité régulatrice.
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Figure 9 : Représentation schématigue des sous-unités de la PI3K de classe |

Les sous-unités catalytiques partagent de fagon commune un domaine ABD (Adaptator
Binding Domain) qui facilite la liaison avec la protéine régulatrice, un domaine RBD (RAS-

Binding Domain), un domaine C2 qui facilite ’amarrage a la membrane plasmique, un domaine
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en alpha-hélice et une région carboxy-terminale qui est totalement affectée a la fonction kinase
de la protéine (Scheeff and Bourne, 2005). Les sous-unités catalytiques de classe IA sont
associees et activées par les sous-unités p85 ou leurs variants (p85a, P55a, P50a, P85 et P55y).
Ces sous-unités contiennent deux domaines SH2 (Src Homology 2) qui assurent la fixation a la
sous-unité p110. Dans les p85a et p85p, les domaines SH2 sont précédés par un domaine SH3,
un domaine BH (Bcl-2 Homology) et deux régions riches en proline (Maier et al., 1999). La
p110y de la Classe IB s’associe aux sous-unités régulatrices p84 ou p101 qui ne possedent pas
de domaines reconnaissables. De par leurs différences structurelles, les PI3K de classe 1A sont
activées en aval des récepteurs tyrosines kinases (RTK) et de la protéine RAS alors que celles
de classe IB ne peuvent étre activées qu’en aval des récepteurs couplés a des protéines G
(RCPG) et de la protéine RAS (Kurosu et al., 1997).

B.1.2 Activation et régulation de la PI3K de classe |

Le mécanisme d’activation des PI3K de classe IA par les RTK est le mieux décrit a ce
jour. Ces récepteurs sont des protéines qui possédent un domaine extracellulaire, un domaine
transmembranaire et un domaine intracellulaire. Des facteurs de croissance (PDGF, EGF, IGF)
et des cytokines (interleukines) vont venir se fixer au niveau du domaine extracellulaire et
entrainer le rapprochement de deux récepteurs, c’est-a-dire leur dimérisation. L’activation du
domaine tyrosine-kinase, grace a une série de transphosphorylations au niveau de leur partie
intracellulaire, va permettre ’amarrage de certaines protéines de signalisation par leur domaine
SH2, notamment la sous-unité régulatrice p85 de la PI13K ou ses variants (Marone et al., 2008).
Aussi, des molécules adaptatrices possédant un domaine SH2 comme les protéines IRS1/2,
GABL1 ou LAT peuvent se fixer sur les RTK et servir de relais entre ces dernieres et la p85 de
la PI3K (Maeno et al., 2012; Onishi-Haraikawa et al., 2001; Shim et al., 2011). Cette liaison au
récepteur léve alors I’inhibition de la sous-unité catalytique p110 exercée par la p85 et permet
la phosphorylation du substrat phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PIP>).

Les protéines G représentent les principaux effecteurs des RCPG. Une fois le récepteur
activé, la protéine G se dissocie en deux sous-unités Ga. et GBy. Seule la PI3K de classe IB est
activée par la sous-unité effectrice GBy des RCPG. Au contraire des RTK, la sous-unité
catalytique p110y peut étre activée directement par la GBy (Stephens et al., 1997). Cependant,
’association avec sa sous-unité régulatrice permet a la p110y d’étre recrutée au niveau de la
membrane plasmique et ainsi d’assurer une activation compléte de la protéine PI3K (Brock et
al., 2003).
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De nombreuses petites GTPases (des hydrolases qui catalysent le GTP en GDP),
appartenant a la superfamille Ras, sont capables d’interagir et de réguler directement les PI3K
de classe | grace au domaine RBD présent dans toutes les sous-unités catalytiques (Pacold et
al., 2000). De nombreuses études suggérent que Ras est indispensable a I’activation des PI3K.
En effet, il a été rapporté qu’un défaut dans le domaine RBD altérait significativement la
phosphorylation de la protéine AKT et par conséquent la voie PI3K/mTOR (Gupta et al., 2007;
Orme et al., 2006).

PIBK

(Vivanco and Sawyers, 2002)

Figure 10 : Modele d’activation de la PI3K

In fine, la génération des seconds messagers lipidiques par la PI3K, les PIP3, permettent
le recrutement, au niveau de la membrane plasmique, de plusieurs protéines de signalisation
possédant des domaines PH (Plekstrin Homology), dont la protéine AKT (Courtney et al.,
2010). Les niveaux de PIP3 sont a peine détectables dans des conditions de croissance non
stimulée dans des cellules saines et ils sont étroitement contrdlés en raison des effets combinés
d’une régulation rigourcuse de PI3K et de 1’action de plusieurs phosphatases a PIP3 (PTEN,
SHIP1 et SHIP2).

B.1.3 PTEN

La protéine PTEN (Phosphatase and Tensin homologue), localisée sur la région

chromosomique 10923, est une phosphatase a double spécificité qui posseéde une activité
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tyrosine Kinase et une activité lipide phosphatase (Maehama and Dixon, 1998). D’un point de
vue structural, PTEN est composé de deux domaines majeurs, un site catalytique et un domaine
C2 qui lui permet de s’adhérer a la membrane plasmique prés de son substrat. La fonction
principale de PTEN est de déphosphoryler en position 3 le noyau inositol des phosphoinositides
et de créer le PIP2. Son activité lipide phosphatase est essentielle pour son réle de régulateur de
la voie PI3BK/mTOR et sa fonction suppresseur de tumeur (Shi et al., 2012). In vivo, un défaut
dans le site catalytique des lipides de PTEN suffit a lever I’inhibition exercée sur le cycle
cellulaire en phase G1 et a induire des tumeurs. Son activité protéine phosphatase, quant a elle,
a éte décrit comme régulateur de la motilité cellulaire, en inactivant des protéines comme FAK
(Focal Adhesion Kinase), et de la migration cellulaire (Tamura et al., 1999). La protéine PTEN
posséde également des activités indépendantes de son domaine phosphatase par exemple en
interagissant physiquement avec les protéines CENP-C du centromere pour maintenir une
stabilité des chromosomes et assurer 1’intégrit¢é du génome (Shen et al., 2007). Elle peut
également intervenir dans la régulation du cycle cellulaire, le maintien de la polarité cellulaire
ou encore la sénescence (Song et al., 2012).

La perte fonctionnelle de PTEN est une anomalie retrouvée dans certains syndromes
congénitaux, tels que la maladie de Cowden ainsi que dans plusieurs tumeurs malignes solides.
PTEN est 1’'un des génes suppresseurs de tumeur les plus mutés, et si elle ne I’est pas, elle est
souvent sous-régulée ou inhibée par de nombreux mécanismes. En effet, des régulations
épigénétiques peuvent par exemple avoir lieu avec le facteur de transcription SALL4 (Sal-Like
protein 4) qui va permettre le recrutement d’un complexe capable d’hyperméthyler le
promoteur du géne PTEN et de le réduire sous silence (Lu et al., 2009). Différentes études ont
également montré que les facteurs de transcription SNAIL et ID1 (DNA-binding 1) sont
capables de réguler négativement le gene PTEN en entrant en compétition avec son activateur
transcriptionnel p53 (Escriva et al., 2008). Il a eté rapporté également d’autres régulations
transcriptionnelles du géne PTEN par les protéines NOTCH, NF-xB (Nuclear Factor-kappa B)
ou encore c-JUN (Hettinger et al., 2007; Whelan et al., 2007; Xia et al., 2007). Des régulations
post-transcriptionnelles peuvent aussi avoir lieu par le biais des microARN (miARN). En effet,
ces dernieres années, de nombreux miARN ont été mis en évidence dont les miR-17, miR-19
ou miR-21, capables d’inhiber PTEN et d’induire de nombreux cancers et maladies
métaboliques (Mavrakis et al., 2010; Meng et al., 2007). Quant aux régulations post-
traductionnelles de PTEN, elles sont plus nombreuses et plus complexes que les régulations
post-transcriptionnelles. Par exemple, PTEN peut étre phosphorylée au niveau de ses domaines

C2 et carboxy-terminal pour réguler son activité. Des phosphorylations du domaine terminal
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aux positions Ser380, Thr382, Thr383 ou Ser385 vont stabiliser la protéine dans une
conformation « fermée » qui va réduire sa localisation a la membrane plasmique et donc réduire
son activité de phosphatase sur PIP3 (Vazquez et al., 2001). Par contre, des phosphorylations
aux positions Ser229 et Thr321 par la protéine ROCK (RHOA-associated protein Kinase) sur
le domaine C2 activera la protéine PTEN (Li et al., 2005). L’activité de PTEN peut aussi étre
inhibée par acétylation et oxydation. En présence de facteurs de croissance, 1’histone
acetyltransférase PCAF (P300/CBP-Associated Factor) acétyle PTEN sur les résidus lysine
125 et 128 dans le domaine catalytique et inhibe la liaison au PIP3 (Okumura et al., 2006).
L’oxydation par les ROS (Reactive Oxygen Species) de la cystéine 124 du domaine catalytique
aura le méme effet (Lee et al., 2002). Des études ont aussi montré que le domaine catalytique
de PTEN peut étre « étiqueté » par une ou plusieurs ubiquitines au niveau de la membrane
plasmique pour inhiber son activité catalytique, la délocaliser dans le noyau ou induire sa

dégradation par le protéasome (Maccario et al., 2010).
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Figure 11 : Les mécanismes de régulation de la phosphatase PTEN
(Reégulation de PTEN au niveau genétique (a), transcriptionnel (b), post-transcriptionnel (c),
post-traductionnel (d) ou conformationnel (g))

39



INTRODUCTION Chapitre 3 - La voie de signalisation PI3K/mTOR dans les tumeurs humaines

B.1.4 SHIP1 et SHIP2

La famille des protéines SHIP (SH2 domain-containing Inositil 5°-Phosphatase) est
composée de deux membres, SHIP1 et SHIP2. Ces protéines, localisées sur le gene 2936-937.1,
agissent aussi sur les niveaux de PIP3z mais au contraire de PTEN, elles hydrolysent le phosphate
présent en position 5 du noyau inositol créant ainsi un phosphatidylinositol-3,4-diphosphate
(PtdIns(3,4)P2). Le PtdIns(3,4)P2 peut fonctionner comme un second messager (comme PIP3)
pour recruter les protéines de signalisation possédant des domaines PH comme AKT (Gupta et
al., 2007). Donc, méme si PTEN et les deux phosphatases SHIP1 et SHIP2 reduisent le niveau
de PIPs3, seul PTEN semble étre responsable du contréle des effets mitotiques des
phosphoinositides. En effet, une mutation inactivatrice de la protéine PTEN induit des tumeurs
chez la souris au contraire d’une inactivation génétique de SHIP1. Par contre, I’inactivation de
SHIP1 chez la souris induit des syndromes myeéloprolifératifs indiquant que les PtdIns(3,4)P2
peuvent agir comme agent mitogene (Helgason et al., 2000). Par ailleurs, les phosphatases SHIP
ont été décrites dans la régulation de la voie RAS/MAPK (Lakhanpal et al., 2010) ou dans des
pathologies telles que 1’obésité (Sleeman et al., 2005) et le diabete (Clément et al., 2001).

B.2 La protéine kinase AKT

B.2.1 Structure et fonctions

La protéine AKT, appelée aussi protéine PKB (Protein Kinase B), est une
sérine/thréonine kinase constituée d’un domaine PH amino terminal, d’un domaine catalytique
central et d’un petit domaine régulateur contenant un motif hydrophobe en extrémité carboxy-
terminale. Chez les mammiferes, il existe trois isoformes d’AKT (AKT1, AKT2 et AKT3)
hautement conservées (plus de 80 % d’homologie de séquence), codées par trois chromosomes
différents, le chromosome 14932 pour AKT1, le 19q13 pour AKT2 et le 1944 pour AKT3 (Chan
et al., 1999). AKT1 est I’isoforme présente dans la majorité des tissus tandis que AKT2 sera
I’isoforme préférentiellement exprimée dans les tissus sensibles a I’insuline (tissus gras, muscle
squelettique) et AKT3, dans le cerveau et les testicules (Hanada et al., 2004). Les trois
isoformes partagent un site catalytique similaire avec plus de 80 kinases qui elles-mémes sont
régulées par des seconds messagers comme le calcium ou les phosphoinositides et qui sont aussi
impliquées dans des voies de signalisation de la croissance cellulaire.

Le domaine PH d’AKT joue un role essentiel dans la translocation de la protéine vers la

membrane plasmique puisqu’il a pour fonction d’interagir avec les produits de la membrane
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lipidique comme le PIP3 produit par la PI3K. Des études biochimiques ont révélé que ce
domaine PH peut se fixer, avec la méme affinité, sur le PIP: et le PIP3 (Frech et al., 1997). Le
domaine kinase possede une haute similarité¢ avec d’autres kinases comme la PKA et PKC
(Protein Kinase A et C), les « Ribosomal protein S6 Kinase » p70S6K et p90RSK (Peterson
and Schreiber, 1999). Ce domaine posséde également un résidu thréonine en position 308,
hautement conservé chez les mammiféres, dont la phosphorylation est nécessaire pour
I’activation de la protéine AKT. La région hydrophobique posséde aussi un résidu conserve,
une sérine en position 473, dont la phosphorylation est nécessaire pour 1’activation compléte
d’AKT (Andjelkovic¢ et al., 1997).

Y328
T72 _— T31Y2315 T422
S124 TASO
o2 Ta0g ol .
o N [ ° ™ .
PH UT('er Catalytic Reg. tail
Chr. Homology (%):
(14932) Akt1/Akt2: 80 46 90 66
(19q13) Akt2/Akt3: 76 17 87 70
(1g44) Akt3/Akt1: 84 40 88 76

(Liao and Hung, 2010)

Figure 12 : Représentation de la structure d’AKT

B.2.2 Activation et régulation de la protéine AKT

En I’absence de stimulation par des facteurs de croissance, dans des cellules quiescentes,
les trois isoformes d’AKT sont inactives. Mais en présence de stimuli, le PIP3 est formé au
niveau de la membrane plasmique par la protéine PI3K et va recruter des protéines possédant
un domaine PH comme AKT et PDK1 (3-Phosphoinositide-Dependent Kinase 1). L’interaction
avec le phosphoinositide PIP3 va provoquer des changements de conformation de la protéine
AKT et exposer plusieurs sites de phosphorylation dont la thréonine en position 308 de son
domaine catalytique et la sérine en position 473 de sa région hydrophobique (Alessi et al.,
1996). PDK1, localisée a la membrane plasmique, va phosphoryler la Thr308 et permettre une
activation partielle d’AKT. La stabilit¢ de la phosphorylation de la Thr308 et 1’activation
compléte de la protéine sont alors assurées principalement par une kinase, le complexe
protéigue mTORC2 (mammalian Target Of Rapamycin Complex 2), en phosphorylant le résidu
S473 (Sarbassov et al., 2005). Une étude récente a suggéré qu’un domaine PH présent dans une

des sous-unités régulatrices de mTORC2, SIN1, permet le recrutement du complexe a la
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membrane plasmique et que la liaison au PIP3 va activer la kinase mTOR (Liu et al., 2015).
Cependant, par une série d’autophosphorylation, AKT peut également induire une
phosphorylation de la S473 et permettre son activation compléte (Toker and Newton, 2000).
En cas de dommage a I’ADN, la protéine DNA-PK (DNA-dependent Protein Kinase) va
préférentiellement étre responsable de la phosphorylation du résidu sérine 473 mais le réle de
cette substitution n’a pas encore été clairement établit (Bozulic et al., 2008).

Le mode¢le largement accepté par la communauté scientifique concernant 1’activation
d’AKT implique que la phosphorylation et I’activité¢ de la protéine sont indépendantes de la
protéine PIPs. Or, tres récemment, une étude a mis en évidence une liaison allostérique forte
entre AKT et PIP3 qui serait le régulateur principal du cycle d’activation de la protéine AKT
(Ebner et al., 2017). En effet, les résultats suggerent qu’AKT transfere des phosphates a ses
substrats aussi longtemps qu’elle reste phosphorylée et fixée a PIPs. Cependant, dés que la
protéine AKT se dissocie du PIPs, la protéine adopte sa conformation « fermée » et est alors

rapidement déphosphorylée.
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Figure 13 : Schéma du cycle d’activation de la kinase AKT

Bien que la phosphorylation des résidus Thr308 et Ser473 soit considérée comme

obligatoire pour une activation maximale de la kinase AKT, d’autres modifications post-
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traductionnelles peuvent avoir lieu pour affiner le niveau d’activation de la protéeine, sa
localisation cellulaire ou encore la spécificité de son substrat (Guo et al., 2014). Par exemple,
de nombreux sites de phosphorylation ont été recensés. Le site de la Thr450 est constitutivement
phosphorylé par mTORC2 pour assurer la bonne conformation spatiale de la protéine
(Facchinetti et al., 2008). Les résidus Ser477 et Thr479 sont dépendant du cycle cellulaire,
notamment du complexe CDK2 (Cyclin-Dependant protein Kinase), et important pour
améliorer I’activit¢é d’AKT mais la phosphorylation de la Thr312 par la protéine GSK3
(Glycogen Synthase Kinase 3) semble plutot 1’atténuer (Gulen et al., 2012; Liu et al., 2014).
Outre les phosphorylations, la kinase peut aussi étre affectée par des acétylations, des
méthylations, des oxydations ou des ubiquitylations (Chan et al., 2014).

B.2.3 Les phosphatases INPP4B, PP2A et PHLPP

Aprés la stimulation par des facteurs de croissance, les niveaux de PIP3 diminuent et
I’activité de la kinase AKT est atténuée par la déphosphorylation de ses résidus par deux
sérine/thréonine phosphatases. La phosphatase PP2A (Protein Phosphatase 2A) déphosphoryle
le résidu Thr308 conduisant a I’inactivation de la kinase AKT (Andjelkovi¢ et al., 1996). Tandis
que les protéines PHLPP1 et PHLPP2 (PH domain Leucine-rich repeat Protein Phosphatase)
ont été décrites comme les phosphatases spécifiques du résidu S473 (Gao et al., 2005). Depuis
leur découverte 1l y a une dizaine d’années, plusieurs études ont montré qu’une perte
d’expression de ces phosphatases mene a une suractivation de la protéine AKT et est retrouvée
dans de nombreux cancer (Chen et al., 2011). A noter aussi que de par sa structure, AKT peut
étre activée en se fixant au PIP,. La phosphatase INPP4B (Inositol Polyphosphate-4-
Phosphatase) joue alors un role majeur mais indirect dans 1’inactivation de la protéine

puisqu’elle déphosphoryle PIP2 en PIP (Fedele et al., 2010).

B.2.4 Les fonctions physiologiques d’AKT

Dans la littérature, il a été rapporté bien plus d’une centaine de substrats pour la kinase
AKT. Suivant le contexte cellulaire, elle est capable de réguler par phosphorylation de
nombreuses classes moléculaires différentes comme des protéines, des lipides, des facteurs de
transcriptions, des régulateurs du trafic vésiculaire, des enzymes métaboliques ou encore des
régulateurs du cycle cellulaire. Cependant, il est reconnu que les substrats validés d’AKT ne

sont pas forcement exclusif a AKT et peuvent étre régulés par d’autres signaux cellulaires. In

43



INTRODUCTION Chapitre 3 - La voie de signalisation PI3K/mTOR dans les tumeurs humaines

fine, I’activation d’AKT favorise principalement la survie, la prolifération, la croissance
cellulaire et le métabolisme du glucose (Manning and Cantley, 2007).

La kinase AKT régule I’activité de trois molécules majeures, la protéine GSK3, le
facteur de transcription FOXO (Forkhead Box O3) et le complexe TSC1/TSC2 (Tuberous
Sclerosis). GSK3 est généralement actif en I’absence de signaux exogenes. En phosphorylant
ses substrats, il induit leurs inhibitions ou leurs dégradations (Kaidanovich-Beilin and
Woodgett, 2011). AKT exerce ainsi une phosphorylation inhibitrice sur la protéine GSK3 et
permet a plusieurs protéines impliquées dans la survie et la prolifération cellulaire (MCLL1, c-
MYC) de réaliser leur fonction (Ding et al., 2007; Sears et al., 2000). Les facteurs de
transcription FOXO contrdlent un ensemble de genes qui sont impliqués dans 1’adaptation au
jelne, au taux d’insuline faible et a la signalisation d’IGF1 (van der Vos and Coffer, 2011).
L’activation de la signalisation PI3K/AKT conduit & une translocation des protéines FOXO
hors du noyau et donc a 1’atténuation de leur programme transcriptionnel. De cette fagon, AKT
inhibe I’expression des protéines BAD (Bcl-Associated Death), BIM et PUMA, impliquées
dans I’induction de I’apoptose, des protéines p21 et p27, impliquées dans I’arrét du cycle
cellulaire et d’autres protéines impliquées dans 1’inhibition de la croissance et les changements
métaboliques (Webb and Brunet, 2014). Enfin, la kinase AKT stimule principalement le
processus de biosynthese sous-jacent a la croissance cellulaire en activant la kinase mTORC1.
Le mécanisme principal d’activation se fait a travers la phosphorylation et 1’inhibition du
complexe 2 de la sclérose tubéreuse (TSC2), un inhibiteur puissant de mTORCL1 (Inoki et al.,
2002).
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Figure 14 : Substrats et fonctions de la signalisation de la kinase AKT

B.3 La protéine mTOR

La protéine mammalian Target Of Rapamycin (mTOR) est une sérine/thréonine kinase
intracellulaire de 289 kDa qui joue un rdle majeur dans le contrdle du cycle cellulaire, de la
survie et dans 1’organisation du cytosquelette. Cette protéine se compose d’une répétition en
tandem de séquences HEAT dans sa section N terminale, impliquées dans les interactions
protéines-protéines et suivi de deux domaines FAT (Focal Adhesion Targeting) qui vont
permettre le maintien de la conformation optimale du site actif. A proximité de ce site se localise
le domaine FRB (FKBP12-Rapamycin Binding domain) auquel vient se lier la protéine
transporteuse de la rapamycine, la FKBP12 (Sabers et al., 1995). La protéine mTOR représente
la sous-unité catalytique de deux complexes protéiques actifs, connus sous les noms de mTOR
Complex 1 (mTORC1) et mTOR Complex 2 (mTORC2), qui remplissent des fonctions
cellulaires différentes (Bhaskar and Hay, 2007).

B.3.1 Le complexe mTORC1 : structure et réqulations

Le complexe mTORCL1 est sensible a la rapamycine. Il est constitué des protéines
MTOR, RAPTOR (Regulatory Protein Associated with mTOR) et mLST8 (mammalian Lethal

with Sec13 protein 8). RAPTOR est la protéine majeure de ce complexe puisqu’elle participe a
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sa stabilisation et assure le recrutement des substrats qui possedent des domaines TOS (TOR
signaling Sequence). Dans des conditions de privation en nutriments, RAPTOR se lie avec une
haute affinité a mTOR, ce qui le maintien dans une conformation inactive, tandis qu’en milieu
riche, cette interaction est moins forte, permettant ainsi 8 mTOR de phosphoryler ses cibles
(Nojima et al., 2003). La protéine mLST8 interagit au niveau du domaine kinase de mTOR et
assure la stabilité et la fonction de la boucle catalytique de la protéine (Yang et al., 2013b). De
nombreux résultats suggerent que ces 3 protéines sont essentielles puisque des souris Knock-
out (KO) pour RAPTOR, mTOR ou mLST8 ne sont pas viables (Guertin et al., 2006). De plus,
mTORCL1 contient des sous-unités inhibitrices tels que les protéines PRAS40 (Proline-Rich
AKT substrate of 40 kDA) et DEPTOR (DEP domain containing mTOR interacting protein).

mTORC1
I 1
1 1
\2 1 2
mTOR: HEAT repeats FAT FRB Kinase FATC

(Saxton and Sabatini, 2017)

Figure 15 : Structure du complexe mTORC1

Le complexe mTORCL est un senseur du statut énergétique, nutritionnel et métabolique
de la cellule. 1l peut étre activé par les récepteurs membranaires aux facteurs de croissance ou
par des signaux intracellulaires tels que le taux d’acides aminés ou d’ATP (Adénosine
Triphosphate).

Dans la voie de signalisation induite par les facteurs de croissance comme I’insulin
Growth Factor (IGF), la kinase AKT est capable de phosphoryler le complexe inhibiteur de
MTOR, le complexe TSC1/TSC2. La protéine TSC2 est le GAP (GTPase Activating Protein)
d’une petite protéine G, RHEB (RAS Homolog Enriched in Brain). Comme toutes les petites
protéines G, RHEB existe sous deux formes, une forme désactivée, liée au GDP, et une forme
activée liée au GTP. Ce dernier étant apporte et échangé contre le GDP par une protéine GEF
(G-protein Exchange protein). RHEB-GTP est capable d’activer la protéine mTOR en se liant
a elle au niveau de son domaine kinase. Cependant TSC2, grace a son activité GTPasique, va

précisément désamorcer RHEB. La protéine AKT activée peut phosphoryler TSC2 et inhiber
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son activité GTPasique. L hydrolyse de RHEB-GTP en RHEB-GDP n’a alors plus lieu et cela
a pour conséquence 1’activation de la protéine mTOR (Inoki et al., 2003). A noter que la kinase
AKT peut activer indépendamment mTORC1 par la phosphorylation de la protéine inhibitrice
PRAS40 qui entraine sa dissociation de mMTORC1 (Vander Haar et al., 2007).

Lorsque la cellule est en déficit énergétique, caracterisée par un ratio AMP/ATP élevé,
1’AMP Activated Protein Kinase (AMPK) active TSC2 et inhibe RAPTOR par phosphorylation
(Gwinn et al., 2008). Enfin, il a été rapporté qu’une diminution de la concentration en leucine
dans la cellule peut induire une déphosphorylation des effecteurs de mTORCL1 dont la S6 Kinase
1 ou S6K1 (Teachey et al., 2009).

Afin de permettre a la cellule de croitre et de se diviser, le complexe mTORC1 joue de
nombreux roles dont le contrdle de la synthése de lipides, I’angiogenése ou encore 1’autophagie
(Duvel et al., 2010; Li et al., 2007; Ramos et al., 2013). Cependant, son role majeur est de
controler la synthese protéique en phosphorylant des substrats impliqués dans la traduction
d’ARN messagers particuliers. Les cibles d’aval les mieux caractérisées a ce jour sont la
protéine kinase ribosomale p70S6K1 (ou S6K) et la protéine 4E-BP1 (4E-Binding Protein 1).
Un trés grand nombre de travaux sur l’activit¢é de la rapamycine a utilisé le statut de
phosphorylation de S6K, sur la thréonine 389 et de 4EBP1, sur les thréonines 37, 41 et 70,
comme témoins de I’activité de mTOR.

A T’état basal, le complexe MTORC]1 est associé a un facteur d’initiation de la
traduction, EIF4E (Eukaryotic translation Initiation Factor 4E) par I’intermédiaire d’une
protéine de répression, EIFAEBP1 (EIF4E Binding Protein 1). En absence de phosphorylation
d’EIFAEBPL, le facteur EIF4E ne peut étre libéré pour recruter les ribosomes chargés de
démarrer le processus de traduction des ARN messagers en protéines. Mais lors de I’activation
de mTOR, celle-ci peut phosphoryler EIFAEBP1, ce qui libére le facteur de traduction EIF4E,
qui peut alors exercer ses effets sur la synthése des protéines (Gingras et al., 2001).

Un autre substrat de mTORCL est la protéine p70S6K, ou S6K1, que mTOR phosphoryle sur
le résidu Ser389, et qui est une des kinases realisant la phosphorylation de la protéine S6 des
ribosomes (S6RP). L’activation de mTOR a ainsi pour conséquence 1’activation de protéines
indispensables a la structure des ribosomes et par conséquent a la traduction des messagers en
protéines (Holz et al., 2005). Par ailleurs, la S6 kinase a parmi de nombreux substrats, un facteur
activant 1’¢longation de la chaine polypeptidique en cours de synthése, EEF2 (Eukaryotic

translation Elongation Factor 2).
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Figure 16 : Réqulations et fonctions du complexe mTORC1

B.3.2 Le complexe mTORC2 : structure et régulations

Alors gque le complexe rapamycine/FKBP12 inhibe directement mMTORC1, mTORC2
est caractérisé par son insensibilité a la rapamycine et ses analogues. Il est constitué des
protéines mTOR, RICTOR (Rapamycin Insensitive Companion of mTOR) et aussi mLST8. Les
roles de la protéine RICTOR sont tres peu connus mais elle aurait un réle analogue a RAPTOR
du complexe mTORCL1 (Jacinto et al., 2004). mTORC2 contiendrait également DEPTOR
(Peterson et al., 2009) et les sous-unités régulatrices PROTOR1/2 et SIN1 qui serait
fondamentales pour le recrutement du complexe au niveau de la membrane plasmique et

permettre 1’activation de la protéine AKT (Liu et al., 2015).
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Figure 17 : Structure du complexe mTORC2

L’activité de la protéine kinase mTORC?2 est stimulée par les facteurs de croissance de
maniere dépendante de PI3K (Huang et al., 2008). En effet, le domaine PH de la sous-unité
régulatrice SIN1 inhibe I’activité catalytique de mTORC?2 en I’absence d’insuline mais cette
inhibition est levée lors de la liaison au PIP3 (Liu et al., 2015). Une autre étude a révélé que la
kinase PI3K favorise I’association de mTORC?2 avec des ribosomes pour induire son activité
kinase mais les mécanismes de cette interaction ne sont pas clairs (Zinzalla et al., 2011). De
maniére inattendue, la signalisation du complexe est également régulée par mTORCL1 en raison
de la présence d’une boucle de rétrocontréle négatif qui sera détaillée ci-apres.

Le role biologique du complexe mTORC2 n’est pas aussi bien connu que celui de
MTORC1. Alors que mTORC1 régule la croissance cellulaire et le métabolisme, mMTORC2
contréle plut6t la prolifération et la survie cellulaire en phosphorylant plusieurs membres de la
famille des protéines kinases AGC. Le premier substrat a avoir €té identifié était la PKCa, un
régulateur du cytosquelette d’actine (Jacinto et al., 2004). Plus récemment, des études ont révelé
que mTORC?2 peut étre capable de phosphoryler d’autres membres de la famille des PKC dont
les PKC3, vy, € et { qui régissent tous les aspects du remodelage cytosquelettique et de la
migration cellulaire (Gan et al., 2012; Li and Gao, 2014; Thomanetz et al., 2013). mTORC2
phosphoryle et active également SGK1 (Serum and Glucocorticoid-regulated Kinase 1), une
autre kinase de la famille AGC, qui régule le transport ionique ainsi que la survie cellulaire
(Garcia-Martinez and Alessi, 2008). Cependant, le role le plus important de mTORC2 réside
dans la phosphorylation et I’activation de la protéine AKT. Méme si la phosphorylation
dépendante de mTORC2 est nécessaire pour que AKT phosphoryle certains substrats comme
le facteur de transcription FOXO, elle ne I’est pas pour la phosphorylation d’autres substrats
comme GSK3, TSC2 ou mTORC1 (Jacinto et al., 2006).
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C. Les régulations de la voie de signalisation PISK/mTOR
C.1 Les boucles de rétrocontrole

Les boucles de rétrocontréle permettent une régulation plus fine de 1’activation de la
voie PIBK/mTOR. Ces boucles ajoutent un niveau supplémentaire de complexité et sont
souvent a I’origine des échecs des traitements ciblant cette voie. La connaissance de ces boucles
est donc essentielle afin d’anticiper les effets des inhibiteurs d’une des kinases de la voie.

Les régulations les plus souvent décrites dans la littérature sont des boucles de

rétrocontréle négatif exercées par mTORCL1 ou par son substrat, la p70S6K, sur les éléments
en aval des récepteurs tyrosines kinases, réduisant ainsi 1’activité de la voie de signalisation. Il
a été montré que mTORCL, par le biais de la phosphorylation de la protéine GRB10 (Growth
factor Receptor-Bound protein 10), inhibe le récepteur IGF1R empéchant ainsi le recrutement
de la PI3K par IRS1 (Dey et al., 1996). IRS1 peut aussi étre régulée négativement par le
complexe mTORC?2 qui va stabiliser par phosphorylation 1’ubiquitine ligase FBW8 (FBox and
WD repeat domain containing 8), favorisant sa dégradation (Kim et al., 2012). Il a également
été montré que p70S6K peut inhiber par phosphorylation la sous-unité régulatrice de mTORC2,
SIN1, et réduire ainsi I’activité du complexe et donc I’activation de la protéine AKT (Liu et al.,
2013).
Moins souvent décrits, il existe également des rétrocontrdles positifs permettant d’amplifier la
signalisation de la voie PI3BK/mTOR. Le recrutement de la protéine GABL aux récepteurs
tyrosines kinases grice a son domaine SH2 va permettre d’amplifier le recrutement et
’activation de la kinase PI3K et augmenter la production de PIP3 a la membrane plasmique
générant un rétrocontrole positif (Kiyatkin et al., 2006). Il a été montré aussi que 1’activation
d’AKT peut stimuler une E3 ubiquitine ligase, la MKRN1 (Makorin Ring actor protein 1), qui
a pour role d’ubiquitinyler et dégrader la phosphatase PTEN, régulateur négatif de la PI3K (Lee
et al., 2015b). Tres récemment, il a été mis en évidence une nouvelle boucle de régulation
positive de I’activité d’AKT. Il s’aveére que la protéine SIN1, et son résidu Thr86, est un substrat
physiologique de la kinase AKT. Cette derniére, partiellement activée suite a la phosphorylation
de son résidu Thr308 par PDK1, serait capable de phosphoryler SIN1 induisant 1’activation du
complexe mTORC?2 qui, en retour, activera completement AKT en phosphorylant son résidu
Ser473 (Yang et al., 2015).
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Figure 18 : Les boucles de rétrocontréle de la voie PI3K/mTOR

C.2 La voie de signalisation RAS/MAPK

L’autre grande voie de signalisation intracellulaire pouvant étre activée par les
récepteurs tyrosines kinases est la voie des RAS/MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase).
Cette cascade de signalisation, a I’image de la voie PI3K/mTOR, régule de nombreuses voies
intracellulaires comme la prolifération, la survie et la différenciation cellulaire. Une activation
constitutive de cette voie conduira & une croissance et a une survie cellulaire incontrélées
favorisant le développement d’un processus tumoral (Schubbert et al., 2007). En plus d’étre
activées par les mémes recepteurs, les voies de signalisation RAS/MAPK et PIBK/mTOR
possédent des liens trés étroits. D’une part, elles agissent souvent sur les mémes substrats a
I’image des régulations sur les facteurs de transcription FOXO et c-MYC ou encore les
protéines BAD et GSK3 et d’autre part, les interconnexions entre leurs différents effecteurs
sont nombreuses. Ainsi, ce réseau complexe peut faciliter le développement de résistance
acquise aux médicaments puisque I’inhibition d’une voie entraine généralement 1’activation

compensatrice de 1’autre (Carracedo et al., 2008).
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C.2.1 Les kinases effectrices de la voie RAS/MAPK

Apres stimulation par un facteur de croissance, le récepteur transmembranaire a activité
tyrosine kinase recrute des protéines adaptatrices comme GRB2 (Growth factor-Bound 2) qui
vont permettre de recruter a leur tour des protéines GEF comme SOS (Son Of Sevenless
homolog). Ces dernieres vont activer RAS, la premiére kinase effectrice de la voie de
signalisation. Les protéines RAS sont de petites protéines G qui possédent une activité GTPase
intrinséque faible et qui fonctionnent comme un «interrupteur » GDP (Guanosine
Diphosphate) / GTP (Guanosine Triphosphate). La forme liée au GTP est active. Les GEF vont
permettre 1’échange du GDP en GTP tandis que d’autres protéines, les GAP vont stimuler
I’activit¢ GTPasique de RAS, transformant le GTP en GDP. Dans sa forme active, RAS va
cibler notamment des sérines thréonines kinases connues sous le nom de RAF. Ces kinases vont
phosphoryler de multiples cibles dont les kinases MEK1 (Mitogen-activated Extracellular-
signal-regulated Kinases 1) et MEK2. Ces dernieres ont une double activité tyrosine et
sérine/thréonine kinase qui vont activer a leur tour leurs cibles ERK1 (Extracellular signal-
Regulated Kinases) et ERK2. Ce sont des sérines thréonines kinases qui vont activer par
phosphorylation une variété de substrats comme des kinases, des phosphatases, des protéines
du cytosquelette et des facteurs de croissance impliqués dans I’angiogenése (Katz et al., 2007).
De plus, elles peuvent étre transloquées rapidement dans le noyau et activer des facteurs de
transcription comme TCF (Ternary Complex Factor) qui jouent un rdle majeur dans
I’expression des genes IEG (Immediate Early Gene) dont c-FOS et c-MYC impliqués dans la
survie, la division et la motilité cellulaire (Pintus et al., 2002).

De multiples boucles de rétrocontrdle participent a la dynamique de la voie de
signalisation RAS/MAPK. Les régulations les plus souvent décrites dans la littérature sont des
boucles de rétrocontrble négatif exercées par ERK afin de moduler I’intensité et la durée de
I’activation de la voie. Il a été montré que ERK désactive directement RAF et MEK (Ramos,
2008). Elle est capable d’hyper-phosphoryler RAF afin de favoriser sa déphosphorylation par
des phosphatases et diminuer son activité. ERK exerce un autre rétrocontréle negatif en
favorisant I’expression et I’activité des phosphatases DUSP1 (Dual Specificity Phosphatase 1),
DUSP5 et DUSP6 qui seront capables de déphosphoryler, en retour, les résidus thréonine et
tyrosine de ERK (Fritsche-Guenther et al., 2011). Enfin il a été montré un rétrocontréle négatif
supplémentaire de ERK qui est capable d’interférer avec [’activation de RAS par son

recrutement par des protéines adaptatrices ou son activation par les GEF. En effet, la
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phosphorylation de la protéine SOS par ERK induit sa dissociation avec la protéine GRB2 et

en conséquence, empéche le recrutement de RAS (Shin et al., 2010).

Shc Ras
Grb2 i N
FRS2Q b
[ | KSR1
W RSK2 MEK1/2
\ | j
ERK1/2 N

—> Activation l %

Transcriptional induction
——— Inhibition (phosphorylation)
— Inhibition (other mechanism)

Proliferation, Survival

(Lake et al., 2016)

Figure 19 : Les boucles de rétrocontrole négatif de la voie RAS/MAPK

A ce jour, deux boucles de régulations positives ont été rapportées. D’une part, la kinase
ERK peut phosphoryler RAF sur différents sites pour augmenter son activité d’un facteur 4
(Ramos, 2008). D’autre part, elle est capable de phosphoryler DUSP1, DUSP5 et DUSP6 sur
certains résidus afin d’accélérer leur dégradation par le protéasome et en conséquence,

d’empécher son inactivation (Zeliadt et al., 2008).

C.2.2 Les interconnexions avec la voie PISK/mTOR

Les voies PI3BK/mTOR et RAS/MAPK forment un réseau biochimique d’interactions au
sein duquel les mécanismes d’interaction varient selon le type cellulaire et le contexte. Ces
interactions viennent complexifier les dynamiques de signalisation qui sont déeja influencees
par les boucles de rétrocontrdle de chacune des voies. Par I’utilisation d’inhibiteurs spécifiques
des voies, il a été mis en évidence plusieurs niveaux de régulation dont des régulations
négatives. Par exemple, la kinase ERK peut phosphoryler plusieurs résidus de GAB1 qui va
empécher la protéine de recruter la PI3K au niveau de la membrane plasmique et donc abroger

I’initiation de la voie (Zhang et al., 2002). De mani¢re identique, AKT est capable d’inhiber par
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phosphorylation du résidu Ser259, la protéine RAF empéchant son recrutement a la membrane
(Zimmermann and Moelling, 1999). Comme GSK3 peut inhiber PTEN en phosphorylant ses
résidus Ser362 et Thr366, il a été également montré que son inhibition par ERK induit une
augmentation de 1’activité de PTEN ce qui permet de diminuer la formation de PIP3 et
I’activation de la voie PI3K/mTOR (Al-Khouri et al., 2005).

Cependant, la kinase ERK peut également favoriser 1’activation de la voie PI3K/mTOR
notamment en inhibant TSC2 directement par phosphorylation ou indirectement par 1’inhibition
de GSK3 qui est un activateur de TSC2 (Roux et al., 2004). Par ailleurs, ERK favorise I’activité
de mTORC1 en phosphorylant sa sous-unit¢ RAPTOR (Carriere et al., 2011). Des études ont
aussi révelé des interactions activatrices de la voie RAS/MAPK par la voie PI3K/mTOR. Ainsi,
le recrutement de GAP a la membrane plasmique par la PI3K activée permet de recruter le
complexe GRB2/SOS qui amplifie I’activation de RAS. L’activateur d’AKT, PDK1 est capable
d’activer MEK en phosphorylant ses résidus Ser222 et Ser226 (Saini et al., 2013). Enfin, il a
été montré que PDK1 et mTORC?2 régulent de fagon positive les PKC qui peuvent activer
différents niveaux de la voie RAS/MAPK comme RAF, MEK1 et ERK1 (Pearce et al., 2010).

Nutrient  Growth factor

(Kim and Eng, 2012)

Figure 20 : La voie RAS/MAPK et ses interactions avec la voie PISK/mMTOR
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Chapitre 4 - La voie PI3K/mTOR comme cible thérapeutique

A. Les inhibiteurs de premiére génération

Les protéines PI3K et mTOR sont des acteurs majeurs de la signalisation cellulaire et
agissent comme intégrateurs de signaux multiples, y compris les signaux oncogéniques. En
effet, la voie PIBK/MTOR est I’une des voies de signalisation les plus fréquemment activées
dans le cancer humain (Millis et al., 2016). Les altérations les plus fréquentes se rencontrent au
niveau de la PI3K avec des amplifications ou des mutations activatrices sur un petit nombre de
sites précis de la sous-unité catalytique p110, au niveau de PTEN avec des délétions ou des
méthylations au niveau du promoteur du géne mais aussi, de maniére moins fréquente, au
niveau d’AKT ou de mTOR. De ce fait, la voie PISBK/mTOR représente une cible tres
importante pour le développement innovant de médicaments anticancéreux (Rodon et al.,
2013). Aujourd’hui, plus d’une cinquantaine de composés inhibant la voie de signalisation est

en développement et de nombreux essais cliniques sont en cours.

A.1l Les inhibiteurs de PI3K

La premiére génération d’inhibiteurs de PI3K est constituée de la wortmannine et du
LY294002. Ce sont des inhibiteurs qui se lient de maniere irréversible a la protéine PI3K par
fixation covalente sur un résidu lysine nécessaire a I’activité de I’enzyme (Walker et al., 2000).
Le LY294002 est environ 500 fois moins puissant que la wortmannine. Ces deux composés ont
démontré une activité antitumorale mais leur développement a été limité du fait d’une faible
solubilité et stabilité et d’une toxicité importante notamment au niveau de la peau et du foie
(Bauer et al., 2015). Cependant, ces inhibiteurs sont encore utilisés en recherche préclinique
pour étudier les signaux de transduction qui impliquent la kinase PI13K.

Par la suite, une meilleure compréhension de la voie de signalisation et la connaissance
des différentes isoformes de PI3K ont conduit au développement d’inhibiteurs pan-PI3K de
classe I (inhibiteur des isoformes p110a, B, & et y) dit de seconde génération connus pour agir

sur le site catalytique de la kinase.

A.2 Les inhibiteurs de mTOR

La rapamycine (ou sirolimus) a été découverte il y a une trentaine d’année sur 1’ile de
y y

Rapa Nui (Tle de Paques). Elle constitue le premier inhibiteur de mTOR mis sur le marché. La
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rapamycine a d’abord été étudiée comme antifongique mais aussi comme immunoSuppresseur
par son action inhibitrice sur la prolifération des lymphocytes T induite notamment par
I’interleukine 2 (Nungaray et al., 2005). L’EMA, 1’agence européenne des médicaments, a
autorise son utilisation (commercialisé sous le nom de Rapamune®) dans la prévention du rejet
des greffes rénales. Cependant, la rapamycine n’a pas d’indication en cancérologie. Des dérivés
de la rapamycine, nommés « rapalogues » ont éte développés par addition de groupe ester, éther
ou phosphonate afin d’augmenter la solubilité et la biodisponibilité et de diminuer les effets
immunosuppresseurs. Parmi ces dérivés se trouvent le temsirolimus (CCL779) et I’évérolimus
(RADO001), deux medicaments qui ont recu leur autorisation de mise sur le marché en 2007 et
2009 respectivement, pour le traitement du cancer du rein et du sein ou encore dans les
lymphomes. Ces rapalogues forment un complexe tri-moléculaire de forte affinité avec la
protéine FKBP12 qui se fixe au domaine FRB, créant ainsi un encombrement stérique
empéchant mTOR de former un complexe protéique fonctionnel (Klimpen et al., 2010).

Les rapalogues sont bien tolérés par les patients, leurs effets toxiques principaux se
manifestant par des réactions cutanées, une diarrhée, une hyperglycémie et une fatigue
importante. Aussi, de par leur effet immunosuppresseur, ils augmentent le risque d’infections
intercurrentes.

Un certain nombre de mécanismes de résistance aux inhibiteurs de mTOR de premiere
génération ont été mis en évidence au travers de plusieurs études et essais cliniques. Il a été
répertorié notamment I’existence de mutations au niveau du domaine FRB ou de FKBP12 dans
des modéles de lymphome ou encore une levée de plusieurs boucles de rétrocontréle qui vont
entrainer une augmentation de D’activitt de mTORC2 et/ou une activation de la voie
RAS/MAPK dans différents cancers (Carracedo et al., 2008; Lorenz and Heitman, 1995;
Sarbassov et al., 2005). Il a été également rapporté une augmentation de la production d’IGF1
ou une diminution d’expression de molécules pro-apoptotiques comme Bcl-2 suite a
I’utilisation des rapalogues (Majumder et al., 2004; Raymond et al., 2004). L’ensemble de ces

limites a conduit au développement de nouvelles molécules plus spéecifiques que les rapalogues.
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Inhibiteurs

Phase d'étude

Cancer

Rapamycine

/1

Tumeurs solides avancées
Rectum
Gliome

Vessie

Temsirolimus

L7171

Rein
Thyroide
Poumon
Lymphome
Téte et cou

Tumeurs solides avancées

Ridaforolimus

/1

Sein

Tumeurs solides avancées

Evérolimus

/77 v

Vessie
Sein
Sarcome
Rein
Foie
Thyroide
Gliome
Téte et cou
Tumeurs solides avancées
Lymphome
Colon

Prostate

Tableau 5 : Les inhibiteurs de premiere génération de mTOR en essai clinigue

(https://clinicaltrials.gov, octobre 2017 — ouvert aux inclusions)
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B. Les inhibiteurs de seconde génération
B.1 Les inhibiteurs de PI3K

Le développement des inhibiteurs de PI3K de premiére génération a conduit a
I’élaboration d’inhibiteurs de seconde génération. Cette génération comprend deux classes
d’inhibiteurs compétitifs de I’ATP, les inhibiteurs pan-PI3K de classe I qui ciblent toutes les
sous unités catalytiques de la p110 et les inhibiteurs de PI3K de classe | sélectifs d’une
isoforme.

Il existe actuellement de nombreux inhibiteurs pan-PI3K en évaluation clinique tels que
les molécules XL-147 (Shapiro et al., 2014), GDC-0941 (Sarker et al., 2015) et le BKM120
(Ragon et al., 2017). Le BKM120 (ou buparlisib) est un inhibiteur compétitif de I’ATP qui
inactive toute les isoformes avec la méme efficacité et présente une activité en présence ou non
de mutation de la PI3K (Maira et al., 2012).

L’utilisation d’inhibiteurs spécifiques d’une isoforme de la sous-unité catalytique de la
p110 des PI3Ks de classe I présente un intérét selon le contexte cellulaire, en limitant les
toxicités liées a I’inhibition totale de la PI3K. Par exemple, la p110a est essentielle pour la
signalisation et la croissance de tumeurs portant des mutations activatrices du gene PI3KCA
(gene spécifique de lap110 o). Le BYL-719 (alpelisib), spécifique de la p110a, a été le premier
inhibiteur spécifique d’une isoforme testé chez I’homme. Dans un essai de phase | pour ce
composé, des rémissions partielles ont été observées pour 7 patients sur 39 ayant des tumeurs
solides (Gonzalez-Angulo et al., 2013). Les tumeurs PTEN-déficientes sont, elles, dépendantes
de la p110B. Un composeé spécifique de cette sous-unité, le GSK2636771, a révéle un bénéfice
thérapeutique dans un essai de phase | (Mateo et al., 2017). Enfin, la p1103 est majoritairement
exprimée dans les lignées lymphocytaires ce qui en fait une cible intéressante pour le traitement
des cancers hematologiques. Son inhibiteur spécifique CAL-101 (idelalisib) a été le premier a
avoir été approuvé pour une utilisation clinique dans les lymphomes (Gopal et al., 2014).

Jusqu’a aujourd’hui, le succes des inhibiteurs pan-PI3K de classe | en monothérapie se
révéle modeste. En effet, a en juger par les différentes observations cliniques, il a été suggére
que les composes auraient plus un effet cytostatique que cytotoxique. Néanmoins, des reponses
partielles et des stabilisations ont été observées dans de nombreux cancers dont celui du sein,
du poumon ou encore de la prostate. L’efficacité limitée de ces inhibiteurs pourrait résulter de
la levee des rétrocontroles négatifs sur la signalisation par les récepteurs des facteurs de
croissance ou encore de I’utilisation de doses subtoxiques trop faibles pour inhiber efficacement
la kinase PI3K.
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Classe d'inhibiteurs

Inhibiteurs

Phase d'étude

Cancer

pan-PI3K de classe |

NVP-BKM120

/11

Carcinome
Lymphome
Mélanome

Téte et cou

XL-147

Tumeurs solides avancées

isoforme spécifique p110a

BYL-719

/1

Sein
Rectum

Téte et cou

GDC-0032

/11

Sein
Tumeurs solides avancées
Lymphome

Poumon

isoforme spécifique p110B

GSK2636771

Mélanome
Estomac

Tumeurs solides avancées

isoforme spécifique p110&

CAL-101

L/ n/mrv

Poumon
Lymphome

Leucémie

AMG319

Carcinome

Tableau 6 : Les inhibiteurs de PI3K en essai clinique

(https://clinicaltrials.gov, octobre 2017 — ouvert aux inclusions)

B.2 Les inhibiteurs d’AKT

Akt joue un réle central dans la voie de transduction du signal et son hyperactivation est

présente dans de nombreuses tumeurs. Ceci a conduit au développement d’inhibiteurs d’AKT.

Il existe trois classes différentes d’inhibiteurs, les inhibiteurs compétitifs de I’ATP, les

inhibiteurs allostériques et les inhibiteurs de la liaison PIP3.
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Classe d'inhibiteurs Inhibiteurs | Phase d'étude Cancer
Carcinome
AKT (allostérique) MK-2206 /1
Sein
Sein
GDC-0068 (WA Estomac
Prostate
AKT (ATP-compétitif)
Mélanome
GSK?2141795 /11 Sein
Leucémie
AKT (liaison PIP3) KRX-0401 I Gliome

Tableau 7 : Les inhibiteurs d'AKT en essai clinigue
(https://clinicaltrials.gov, octobre 2017 — ouvert aux inclusions)

Le premier inhibiteur d’AKT qui est entré en développement clinique est la molécule
KRX-0401 connue sous le nom de perifosine. Ce composé est un alkylphospholipide qui a la
particularité¢ de s’accumuler au niveau de la membrane plasmique et d’empécher la liaison de
la protéine AKT au PIPs. Utilisé en monothérapie, il a montré un effet antitumoral modeste
associé a un effet anti-angiogénique. Plusieurs essais cliniques sur des patients atteints de
gliome sont en cours pour évaluer I’effet d’une combinaison avec des chimiothérapies standards
(Brown and Banerji, 2017).

Les inhibiteurs compétitifs de I’ATP permettent d’inhiber 1’activité du site catalytique
d’AKT c’est-a-dire la phosphorylation de ses substrats dont la kinase mTOR. Parmi les
nouvelles molécules développeées en clinique, le GDC-0068 et le GSK2141795 ont montré des
activités antitumorales, antiprolifératives mais non cytotoxiques dans différentes études
précliniques (Cheraghchi-Bashi et al., 2015; Saura et al., 2017). Cependant, la limite majeure
de ces inhibiteurs est leur manque de sélectivité. En effet, les isoformes d’AKT présentent de
nombreuses homologies avec les autres membres de la famille AGC dont les PKA, PKC et
p70S6K (Hers et al., 2011).

Alors, d’autres molécules comme le MK-2206 ont été développées afin de se fixer sur

le domaine PH spécifique de la kinase AKT et permettre un changement conformationnel de la
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protéine pour bloguer la translocation membranaire de la protéine AKT (Hirai et al., 2010).
Ainsi, le MK-2206 est un inhibiteur allostérique hautement sélectif des trois isoformes d’ AKT.
Ce composé présente une sensibilité plus importante dans des lignées PTEN-déficientes ou
ayant une mutation du géne PIBKCA. Dans un essai de phase | sur des patients atteints de
tumeurs solides avancées, MK-2206 était capable de diminuer ’activité d’AKT, de PRAS40 et
de GSK3 dans les cellules tumorales avec un profil de tolérance acceptable (Yap et al., 2011).
Dans des modéles de cancer du sein, ce composé induit 1’apoptose de maniére dose-dépendante,
inhibe la progression du cycle cellulaire et est utilisé en combinaison avec des thérapies ciblées
(Sangai et al., 2012).

B.3 Les inhibiteurs a double cible

Le développement d’inhibiteurs permettant un blocage a deux niveaux de la voie
PI3K/mTOR est en plein essor a I’heure actuelle. L’intérét de ces petites molécules est
d’améliorer D’efficacité des traitements actuels en s’abstenant de I’effet des boucles de
rétrocontrdles internes a la voie PI3K/mTOR. Il existe par exemple aujourd’hui des inhibiteurs
ciblant simultanément mTORC1 et mTORC2 et des inhibiteurs ciblant les protéines PI3K et
mTOR.

Les inhibiteurs de mMTORC1 et mTORC2 ciblent le site de liaison a I’ATP au niveau du
site catalytique de I’enzyme. Théoriquement, le principal avantage attendu est une diminution
de la phosphorylation d’AKT en bloquant mTORC2 et une meilleure inhibition de mTORCL.
Parmi ces inhibiteurs, les composés INK128 et AZD2014 sont en développement clinique dans
plusieurs types de cancer. Les résultats précliniques ont montré que ces composés ont une plus
grande efficacité que les rapalogues et inhibent la croissance de plusieurs types de lignées
cellulaires cancéreuses a la fois in vitro et in vivo (Pike et al., 2013; Vilar et al., 2011).
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Classe d'inhibiteurs

Inhibiteurs

Phase d'étude

Cancer

MTORC1 - mTORC2

INK128

/1

Thyroide
Sein
Tumeurs solides avancées
Poumon
Foie
Gliome
Rein
Sarcome

Lymphome

AZD2014

L/ 1/

Sein
Poumon
Prostate

Carcinome

Rein

Estomac

Gliome

PI3K - mTOR

GDC-0980

/1

Prostate

PF-05212384

/1

Sein
Tumeurs solides avancées
Poumon
Téte et cou

Pancréas

PQR309

/1

Sein

Lymphome

Tableau 8 : Les inhibiteurs doubles cibles en essai clinique

(https://clinicaltrials.gov, octobre 2017 — ouvert aux inclusions)
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De par ’analogie structurale entre mTOR et PI3K, certains inhibiteurs sont capables
d’inhiber a la fois les protéines PI3K et mTOR (mTORC1 et mTORC?2). L’avantage de ce type
d’inhibiteur est de s’affranchir de 1’activation de PI3K suite a la levée de la boucle de
rétrocontr6le négatif S6K-IRS1-PI3K lors d’un traitement par un inhibiteur de mTOR de
premiere génération. Plusieurs composés sont en cours d’essais clinique de phase I ou Il tels
que le GDC-0980, le PF-05212384 et le PQR309. Le XL765 a été le premier inhibiteur & double
cible utilisé dans les tumeurs solides incluant le cancer du sein (Papadopoulos et al., 2015). Le
GDC-0980 est un inhibiteur oral qui présente une activité préclinique dans de nombreux
modeles tumoraux. Dans des études de phase I, son activité a été démontrée au niveau de
cellules tumorales porteuses de mutations de PI3K, PTEN ou RAS (Martin et al., 2013). Un
autre composé, le BEZ235 (ou dactolisib), a été développé en modifiant la structure d’un
inhibiteur de PDK1. Ce composé peut inhiber simultanément la protéine PI3K et mTOR a de
tres faibles concentrations (Maira et al., 2008). 1l a été montré que ce composé posséde une
puissante activité antitumorale dans des modeles de xenogreffes de tumeurs humaines (Foley
et al., 2017; Li et al., 2015; Stauffer et al., 2007; Zhu et al., 2015a). Par ailleurs, il semblerait
que le BEZ235 soit plus efficace dans les cellules tumorales présentant une forte activation de
la voie PI3K/mTOR. Le BEZ235 a fait I’objet de nombreux essais cliniques de phase I et II
dans lesquels une activité antitumorale a été mise en évidence. Cependant, son développement
a été arrété en raison de propriétés pharmacocinétiques défavorables (Massard et al., 2017;
Seront et al., 2016).

C. La résistance aux inhibiteurs de la voie PI3K/mTOR

Au cours des derniéres décennies, de nombreuses molécules ont été développées pour
cibler spécifiquement les voies de signalisation oncogénique dont la voie PI3BK/mTOR.
Cependant, les médicaments ciblant cette voie de signalisation n’ont pas eu le succes escompté.
Comme cela est observé avec d’autres thérapies ciblées, tous les patients traités avec un
inhibiteur de la voie PIBK/mTOR vont développer une résistance secondaire. Des nouvelles
stratégies thérapeutiques évaluant des combinaisons de traitements sont donc nécessaires pour
que le ciblage de la voie PI3BK/mTOR se traduise par un bénéfice clinique prolonge.

On distingue habituellement deux types de résistances, la résistance primaire et la
résistance secondaire ou acquise. Une tumeur présentant une résistance primaire ne présente
aucune réponse clinique a une thérapie alors qu’une tumeur présentant une résistance

secondaire ne va plus répondre au traitement de fagon tardive, apres une réponse clinique de
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plusieurs mois genéralement. La résistance secondaire est définie comme la rechute & un

médicament.

C.1 Les boucles de rétrocontrdle et les altérations génomiques

Comme évoqué précédemment, les mécanismes de résistance aux inhibiteurs de la voie
de signalisation PIBK/mTOR les plus largement décrits dans plusieurs modeles de cancers
humains concernent la perte de boucles de rétrocontrdle négatif et la présence d’altérations
génomiques. En effet, 1’utilisation d’inhibiteur de PI3K, de la kinase AKT ou encore de mTOR
levent les boucles de rétrocontrdle dans laquelle S6K1 inhibe IRS1, une des molécules qui
permet le recrutement de la PISK a la membrane plasmique, et dans laquelle AKT inhibe
I’activité de la protéine RAF de la voie RAS/MPAK (Courtney et al., 2010).

De nombreuses altérations génomiques entrainant une résistance aux inhibiteurs ont été
également rapportées a travers plusieurs études. Par exemple, des mutations de la phosphatase
PP2A ou dans le domaine FRB de la protéine mTOR conferent aux cellules une résistance aux
rapalogues (Dumont et al., 1995; Tsukamoto et al., 2014). 1l a été décrit dans un modeéle de
carcinome & cellules rénales qu’une mutation activatrice du géne codant pour la pl110p
(PI3KCB) confere aux cellules une résistance aux inhibiteurs de PI3K ce qui suggére un role
oncogeénique du géne PI3KCB (Nakanishi et al., 2016). Une résistance aux inhibiteurs de PI3K
et d’AKT a également été rapportée dans un modeéle de cancer du sein caractérisé soit par une
amplification du géne PI3KCA, soit par une perte fonctionnelle du géne suppresseur de tumeur
PTEN (Huw et al., 2013; Juric et al., 2015; Le et al., 2016).

C.2 Les pompes d’efflux

Le mécanisme de resistance consistant a repousser un medicament de la cellule a été
mis en évidence pour la premiere fois dans des cellules leucémiques devenues résistantes aux
anthracyclines (Inaba et al., 1979). L’efflux consiste en un mécanisme trés général participant
a I’homéostasie cellulaire en expulsant les agents néfastes (Paulsen et al., 1997). Des
transporteurs vont reconnaitre de facon primaire des substrats physiologiques tels que des
nutriments ou des produits de catabolisme, et leur activité de transport des médicaments va étre
donc le plus souvent opportuniste. La surexpression de ces transporteurs est un des mécanismes
les plus courants contribuant au développement d’une résistance multidrogue (MDR).

Les cellules cancéreuses développent souvent une MDR aprées un traitement chronique

avec des agents classiques utilisés en chimiothérapie (Lynch et al., 2004). Ces cellules
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acquiérent alors la capacité de résister & de nombreux médicaments non apparentés
structurellement et mécaniquement, ce qui entraine fréquemment un échec dans la
chimiothérapie et la rechute du patient (Wu et al., 2011). La surexpression de deux protéines,
MDR1 (Multidrug Resistance protein 1) et BCRP1 (Breast Cancer Resistance Protein 1), a été
mis en évidence lors de ’apparition de résistances aux inhibiteurs de tyrosine kinase dans de
nombreux modeéles de cancer (Szakacs et al., 2006). Dans des études sur le glioblastome, il a
été montré que les inhibiteurs de seconde génération de la voie PI3K/mTOR sont des substrats
de ces deux protéines et que cela a pour conséquence de limiter la pénétration des médicaments
dans le cerveau et donc de traiter efficacement les patients atteints de tumeurs au cerveau
(Salphati et al., 2010). Des travaux récents ont également validé le rle des protéines MDR1 et
BCRP1 dans la réduction de la biodisponibilité et ’efficacité des inhibiteurs de la voie
PISBK/mTOR (Becker et al., 2015; Hegedus et al., 2012; Tang et al., 2014; Wu et al., 2017a).

C.3 L’approche métabolique

Les protéines mTORC1 et mTORC2 jouent des roles importants dans le métabolisme
énergétique intracellulaire. mMTORC1 régule par exemple ’activité de la protéine SREBP
(Sterol Regulatory Element Binding Protein), un facteur de transcription des génes impliqués
dans le métabolisme des lipides (Laplante and Sabatini, 2009). Ce complexe est également
impliqué dans la régulation de la glycolyse par le complexe protéique HIF-1 (Hypoxia
Inductible Factor 1) ou encore dans la synthése d’ATP (Poulain et al., 2017; Ramanathan and
Schreiber, 2009). mTORC2, lui, est impliqué dans le métabolisme glycolytique en régulant le
facteur de transcription FOXO (Masui et al., 2013). L’utilisation d’inhibiteurs de la voie
PI3K/mTOR chez les patients atteints de cancer provoque de nombreux effets métaboliques
indésirables dont une hyperlipidémie ou une hyperglycémie (Verges et al., 2014).

Depuis quelques années, le métabolisme cellulaire a été décrit comme étant un des
mécanismes pour surmonter la résistance aux thérapies ciblées. Par exemple, I’inhibition
simultanée du récepteur a I’'IGF1 et de la voie PI3K/mTOR dans des lignées de cancer du sein
inhibe de maniere synergique la croissance tumorale (Martin and Baxter, 2007). Cela pourrait
étre lié & un nouveau role connu de la protéine VHL (Von Hippel-Lindau) dans I’inhibition de
la transcription du récepteur a I’'IGF. En effet, la stabilité de ’ARN de la protéine VHL est
dépendante de I’hypoxie cellulaire qui peut étre induite avec les inhibiteurs de la voie
PIBK/mTOR. L’inactivation du géne VHL conduit a une suractivation du récepteur a I’'IGF et a

une activation d’AKT qui peut entrainer une résistance (Cardillo et al., 2013). D’autres
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mécanismes de résistance impliquant le métabolisme ont été rapportés incluant des
dérégulations des senseurs cellulaires en oxygéne, énergie ou nutriment. Une dérégulation de
la signalisation de I’AMPK suite au blocage de la voie PI3K/mMTOR a été reporté dans les
tumeurs solides (Garcia-Donas et al., 2013). L’AMPK est le senseur du statut énergétique

intracellulaire qui peut réduire 1’activation de mTORCI en activant TSC2.

C.4 La voie autophagique

La voie autophagique est un processus Vvésiculaire catabolique impliqué dans la
régulation de I’homéostasie cellulaire. Elle est induite en réponse a différents types de stress
intrinséque ou extrinseéque a la cellule tels que la carence en nutriment, I’hypoxie ou les
dommages a I’ADN. De¢s lors, une structure multi-membranaire appelée phagophore se forme
et s’allonge pour séquestrer du matériel cellulaire, formant ainsi une vésicule d’autophagie ou
autophagosome. Cette vésicule fusionne avec un lysosome pour dégrader et recycler son
contenu (protéines, lipides et organites) afin de synthétiser de nouvelles macromolécules et
produire 1’énergie nécessaire pour la cellule (Mehrpour et al., 2010). De nombreuses protéines
autophagiques (appelées ATG pour « autophagy-related gene ») se lient a la membrane des
phagophores pour participer a la formation des autophagosomes dont la protéine LC3 (LC3 |
pour la forme cytosolique et LC3 Il pour la forme associée aux autophagosomes). L autophagie
peut avoir un role antitumoral par son implication dans la réduction de [I’instabilité
chromosomique, de la prolifération et de I’inflammation des cellules tumorales. Cependant, de
facon paradoxale, elle peut aussi avoir un role pro-tumoral en permettant la survie des cellules
tumorales exposeées a des variations de leur micro-environnement (hypoxie, carence

nutritionnelle) ou a des traitements anticancéreux (Levine and Kroemer, 2008).
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Figure 21 : Les étapes de [’autophagie et sa régulation

La régulation de 1’autophagie est principalement sous le controle de deux protéines,
BECLIN1 (Coiled-Coil Myosin-Like Bcl2-Interacting Protein 1) qui est impliquée dans
I’initiation de 1’autophagie et mMTORC1 qui exerce un contrble négatif sur le processus (White
et al., 2011). Dans de nombreux mode¢les de cancer humain, il a été montré que 1’activation de
I’autophagie est un mécanisme de résistance aux inhibiteurs de la voie PI3K/mTOR (Mao et
al., 2017; Sun et al., 2017; Wu et al., 2013; Zhang et al., 2017). Dans les carcinomes a cellules
rénales, la combinaison avec un inhibiteur du flux autophagique peut inverser la résistance aux
inhibiteurs de la voie PISBK/mTOR en inhibant plus fortement la croissance cellulaire et en

induisant de 1’apoptose (Li et al., 2013).

C.5 Les cellules souches cancéreuses

Dans I’approche classique de I’évolution de la résistance aux drogues, les cellules
cancéreuses sont sélectionnées et acquiérent une résistance aux médicaments pendant
I’exposition a ceux-ci. Cependant, selon le concept des cellules souches cancéreuses (CSC), la
résistance aux médicaments résulte principalement des mécanismes de résistance primaire ou

secondaire accumulés dans la population des CSC. En effet, d’aprés ce concept, les cellules
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souches proliférent assez longtemps pour accumuler toutes les mutations nécessaires pour la

progression du cancer (Gil et al., 2008).
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Figure 22 : Schéma des concepts de [’origine du cancer

Les cellules souches possédent des propriétés d’auto-renouvellement et de
différenciation. Elles seraient impliquées dans I’initiation tumorale, dans la résistance aux
traitements et la rechute mais également dans le processus métastatique (O’Brien et al., 2010).
L’identification des CSCs reste controversée car la spécificité de leurs marqueurs membranaires
est contestée. 1l a été montré notamment que la régulation de la croissance et de la prolifération
des cellules souches est assuree par des voies de signalisations énergétiques dont I’AMPK et la
voie PIBK/mTOR. De plus, dans le cancer de la prostate, le phénotype CSC a été associé a
I’activation de la voie PI3K/mTOR (Chang et al., 2013). Dans les carcinomes et le cancer du
sein, une activation de cette voie de signalisation a également été rapportée dans les cellules
souches cancéreuses (Oliveras-Ferraros et al., 2014; Yang et al., 2013a). Etant donné que la
signalisation de mTOR semble jouer un role important dans I’homéostasie des cellules souches
cancéreuses, il a été suggéré que les mécanismes potentiels de résistance aux inhibiteurs de la
voie PI3BK/mTOR apparaissent dans les CSC. Cependant, les mécanismes exacts de la
résistance aux medicaments ciblant la voie PI3BK/mTOR doivent encore étre élucidés dans les

futures recherches sur les cellules souches cancéreuses.
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Conclusions

Les Iéiomyosarcomes (LMS) sont des tumeurs malignes d’origine mésenchymateuse
composees de cellules montrant des caractéristiques distinctes de différenciation musculaire
lisse. Ils représentent jusqu’a 25 % des sarcomes des tissus mous de 1’adulte. En dépit des
bonnes avancées dans la prise en charge des patients notamment la chirurgie ainsi que les
traitements incluant les chimiothérapies cytotoxiques et les thérapies ciblées, un nombre
important de rechute ou d’apparition de métastases est observé chez les patients atteints de
Iéiomyosarcomes. Le taux de survie des patients a 5 ans est de 64 % et le risque de
développement métastatique est d’environ 40 %. Ces chiffres n’ont pas bougé depuis 20 ans. Il
y a donc un réel besoin thérapeutique pour ces patients. De nombreuses voies de signalisation
sont impliquées dans la survie cellulaire et la rechute métastatique dont la voie intracellulaire
PIBK/mTOR. Par ailleurs, il a été montré que cette voie joue un rble majeur dans le
développement des Ieiomyosarcomes.

L’objectif de ce travail de thése s’inscrit dans un champ de recherche translationnelle
visant & mieux comprendre la biologie des LMS et I’'importance de la voie PI3K/mTOR comme
cible thérapeutique dans cette pathologie afin d’envisager de nouvelles stratégies
thérapeutiques pour les patients atteint de LMS.

Pour cela, nous avons étudié les effets antiprolifératifs et antitumoraux de plusieurs
classes d’inhibiteurs de la voie PI3K/mTOR dans différentes lignées de léiomyosarcomes
incluant un inhibiteur de PI3K de classe I, un inhibiteur de mTOR et un inhibiteur ciblant a la
fois les protéines PI3K et mTOR. Dans un second temps, nous avons développé, in vitro et in
vivo, des modéles uniques de résistance secondaire a I’inhibiteur double cible de PI3K et
mTOR, le BEZ235, afin d’étudier les mécanismes cellulaires impliqués dans la résistance au
médicament et ainsi tenter d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques pour les

Iéiomyosarcomes.
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A. Résumé de ’article

La voie de signalisation PISBK/mTOR joue un rdle majeur dans la tumorigenese des
Iéiomyosarcomes (Gomez-Pinillos and Ferrari, 2012; Hernando et al., 2007). Une analyse a
haut débit de plusieurs lignées cellulaire de LMS avec une librairie de 480 inhibiteurs de kinase
a confirmé I’importance de la voie de signalisation PI3K/mTOR pour la prolifération des
cellules tumorales (Babichev et al., 2016). Ces résultats ont suggéré que I utilisation
d’inhibiteurs de cette voie de signalisation pourrait étre associée a un bénéfice clinique chez les
patients atteints de Iéiomyosarcomes.

Plusieurs inhibiteurs de la voie PI3BK/mTOR tels que le déforolimus ou le temsirolimus
ont été évalués cliniqguement chez les patients atteints de STM avancés (Italiano et al., 2011;
Iwenofu et al., 2008). Cependant, les résultats tres modestes observés pourraient étre liés a des
boucles de rétrocontrdle négatif impliquant la voie RAS/MPAK et la voie PISBK/mTOR elle-
méme (Courtney et al., 2010). Des agents multi-cibles inhibant a la fois ’activité catalytique
des protéines PI3K et mTOR pourraient ainsi étre associés a une meilleure efficacité.

Nous nous sommes donc intéresses au potentiel thérapeutique d’inhibiteurs de la voie
de signalisation PI3BK/mTOR. Le BEZ235 (un inhibiteur double cible de PI3K et de mTOR)
mais aussi le BKM120, un inhibiteur spécifique de 1’activité catalytique de PI3K, et
I’évérolimus, un inhibiteur allostérique de mTOR, ont été étudiés in vitro dans trois lignées de
Iéiomyosarcome (IB112, 1B134 et 1B136) et in vivo. Les effets sur la viabilité cellulaire et
I’apoptose ainsi que les consequences biologiques sur les régulations des voies de signalisation
PI3K/mTOR et RAS/MAPK ont été analysées.

Nous avons observé une activité cytostatique dose-dépendante des trois composés.
Cependant, I’inhibition de la croissance cellulaire observée était plus forte avec I’inhibiteur des
deux cibles PI3K et mTOR plut6t qu’avec ceux inhibant une cible unique. Gréce aux analyses
des tests d’apoptose par cytométrie en flux, nous avons constaté que ces composés ne
possédaient pas ou peu d’effets cytotoxiques. En effet, seul le BEZ235 et le BKM120 a fortes
concentrations (> 1 uM) ont induit de 1I’apoptose cellulaire. Ces résultats nous ont conduits a
tester I’efficacité de ces agents dans un modele de souris. Pour cela, nous avons injecte, en sous-
cutanée, 5 millions de cellules tumorales afin d’induire des tumeurs. Seule la lignée 1B136 a
permis I’obtention de xénogreffe de LMS. Apreés I’administration des différents composés par
voie orale pendant trois semaines, nous avons constaté une activité antitumorale de I’inhibiteur
double cible PI3K et mTOR plus importante que celle observée pour les inhibiteurs de PI3K et
mTOR seuls.
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Par la suite, nous avons étudié les conséquences de 1’utilisation de ces inhibiteurs sur
les deux grandes voies de signalisation cellulaire impliquées dans la prolifération et la survie
cellulaire, la voie RAS/MAPK et la voie PIBK/mTOR. Nous avons démontré que 1’inhibition
simultanée des kinases PI3K et mTOR provoque une activation paradoxale de la voie
RAS/MAPK par le complexe mTORC2 suggérant un rdle important de cette protéine dans
I’interaction entre ces deux voies de signalisation. Cette observation nous a permis de poser
I’hypothése d’une synergie pouvant étre obtenue grace a la combinaison d’un inhibiteur double
cible de la voie PI3K/mTOR et d’un inhibiteur de la voie RAS/MAPK. Nous avons ainsi montrée
une synergie in vitro en termes de viabilité cellulaire, d’induction d’apoptose ou d’inhibition
de croissance tumorale et confirmé nos résultats sur des modéles in vivo. Ces résultats ouvrent
ainsi des perspectives de nouvelles stratégies thérapeutiques chez les patients atteints de

Iéiomyosarcomes avances.
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ABSTRACT

The PI3K/AKT/mTOR pathway plays a crucial role in the development of
leiomyosarcomas (LMSs). In this study, we tested the efficacy of dual PI3K/mTOR
(BEZ235), PI3K (BKM120) and mTOR (everolimus) inhibitors in three human LMS
cell lines. In vitro and in vivo studies using LMS cell lines showed that BEZ235 has a
significantly higher anti-tumor effect than either BKM120 or everolimus, resultingin a
greater reduction in tumor growth and more pronounced inhibitory effects on mitotic
activity and PI3K/AKT/mTOR signaling. Strikingly, BEZ235 but neither BKM120 nor
everolimus markedly enhanced the ERK pathway. This effect was reproduced by the
combination of BKM120 and everolimus, suggesting the involvement of mMTORC2via
a PI3K-independent mechanism. Silencing of RICTOR in LMS cells confirmed the role
of mMTORC2 in the regulation of ERK activity. Combined treatment with BEZ235 and
GSK1120212, a potent MEK inhibitor, resulted in synergistic growth inhibition and
apoptosis induction in vitro and in vivo. These findings document for the first time that
dual PI3K/mTOR inhibition in leiomyosarcomas suppress a negative feedback loop
mediated by mTORC2, leading to enhanced ERK pathway activity. Thus, combining a
dual PI3K/mTOR inhibitor with MEK inhibitors may be a relevant approach to increase
anti-tumor activity and prevent drug resistance in patients with LMS.

INTRODUCTION

Leiomyosarcomas (LMSs) are an uncommon group
of malignant tumors composed of cells that show distinct
smooth muscle differentiation and that represent 15-20%
of all soft-tissue sarcomas, making LMS one of the most
frequent sarcoma subtypes [1]. The current interventions
for leiomyosarcoma include surgical excision, radiotherapy
and chemotherapy with an aggressive approach taken for
high-grade tumors [2]. However, the prognosis is poor,
with up to 40% of patients experiencing metastatic relapse
despite optimal locoregional treatment [3, 4]. Further
options for the treatment of LMSs are needed.

From a genetic point of view, LMSs are
characterized by numerous genomic alterations, which
include multiple regions of genomic amplifications and

deletions [5-9]. Among these regions, a large region of
deletion on chromosome 10 encompassing PTEN
(phosphatase and tensin homolog), a tumor suppressor
gene and negative regulator of phosphoinositide-3-kinase
(PI3K), is one of the most frequent aberrations (40-50%
of cases). Moreover, in vitro and in vivo studies have
highlighted the critical role of the PI3K/mTOR pathway
in smooth muscle transformation and LMS development
[10]. In these studies, mTOR inhibition was associated
with significant anti-tumor activity [11]. These data have
been recently confirmed in the clinical setting by a pilot
study of patients with advanced leiomyosarcoma who
were treated with temsirolimus with significant benefit
[12]. Moreover, immunohistochemical evaluation of the
downstream target of mTOR, phosphorylated S6
ribosomal protein (p-S6RP), has been correlated with an
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early clinical response to mTOR inhibitors (AP23573)
administered either alone or in combination to a cohort of
patients with varying types of sarcomas [13]. However,
several studies have shown that inhibition of mTOR by
rapamycin and its analogs is associated with a loss of
negative feedback control of the MAPK pathway [14] and
PI3K/AKT/mTOR pathway in solid tumors [15, 16]. This
finding may explain the transient benefit observed with
mTOR inhibitors in a clinical setting and the need for more
potent strategies to target this pathway [17].

PI3K and mTOR both belong to the PI3K-related
kinase superfamily and share structural domains.
Consequently, certain inhibitory compounds target both
kinases [18]. Dual inhibitors of PI3K and mTOR target the
active sites of both holoenzymes to inhibit the pathway
both upstream and downstream of AKT, thus avoidingthe
problem of AKT activation following abolition of the
mMTORC1-S6K-IRS-1 or S6K-mTORC2-AKT negative
feedback loops. This aberrant activation is known to occur
with rapalogs such as sirolimus, everolimus and
temsirolimus [15, 16, 19]. Moreover, a recent pre-clinical
study has shown favorable selective activity of these
inhibitors in LMS cell lines [20]. Here, we report an
original study investigating the effects of dual inhibition
of PI3K and mTOR in human leiomyosarcomas on anti-
tumor activity, especially the biological consequences on
components of the PIBK/AKT/mTOR and RAS/MEK/
ERK pathways.

RESULTS

PISK/AKT/mTOR pathway inhibitors inhibited
proliferation and caused apoptosis in LMS cell
lines

For the purposes of this study, we used three LMS
cell lines derived from surgical specimens obtained from
consenting patients. All patient tumors displayed the loss
of PTEN expression and strong p-S6RPS2492# staining
indicating sustained overactivation of the PI3K/AKT/
mTOR pathway (Figure 1). LMS cells derived from
patient tumors showed similar p-S6RPS22 staining, but
in the absence of endothelial cells in the LMS cell line
pellets, interpretation of PTEN staining could not be
performed (Figure 1). We assessed the respective anti-
tumor activity of the following PI3K/AKT/mTOR
pathway inhibitors: BEZ235 (dual inhibitor of PI3K,
mTORC1 and mTORC2), BKM120 (PI3K inhibitor) and
everolimus (MTORC1 inhibitor). We observed dose-
dependent growth suppression that was more strongly
induced in all cell lines by BEZ235 (IC,; range, 0.001 to
0.1 uM) than by either BKM120 or everolimus (range,
0.01 to 1.6 puM; Figure 2A). Additionally, after treatment
with the respective IC, values of inhibitors for 72 hours,
all leiomyosarcoma cell lines exhibited a significant

decrease in colony formation in the clonogenic assays
upon exposure to BEZ235 compared with either BKM120
or everolimus (Figure 2B). Compared to cells with
untreated medium (control), colony formation by 1B112,
1B134 and 1B136 cells was reduced approximately 60%
after treatment with BEZ235 at its IC_ value (Figure 2C),
while cells exhibited a range of 10-20% (with BKM120)
and 30-45% (with everolimus) inhibition of colony
formation (Figure 2C). Interestingly, we failed to detect
any significant induction of apoptosis in LMS cells with
PIBK/AKT/mTOR pathway inhibitors at the same
concentration (Figure 3B). Only exposure to high doses of
BEZ235 and BKM120 led to induction of apoptosis as
revealed by 40% and 65% increases in the percentage of
annexin V-and Pl-positive cells compared to control cells
(Figure 3A and 3B). No effect was observed with
everolimus.

BEZ235 induced ERK pathway activation

We further explored the capacity of these drugs to
inhibit downstream kinases of the PI3K/AKT/mTOR
pathway by western blotting using phosphorylation of
both AKT and S6RP as a marker of pathway activation.
Consistent with the proliferation results, BEZ235 was
most effective in inhibiting p-S6RPS%%?#in the 3 LMS cell
lines. This observation indicated a more complete
blockade that was quickly achieved and sustained with
dual PI3BK/mTOR inhibition (Figure 4A). As expected and
described in several studies, everolimus enhanced p-
AKT®™ accumulation consequent to suppression of the
S6K-mTORC2-AKT feedback loop [19]. Strikingly,
BEZ235 markedly induced ERK activation, while this
effect was not observed with either BKM120 or
everolimus (Figure 4A and 4B). However, we wondered
whether the combination of BKM120 and everolimus
could reproduce the accumulation of p-ERKT20#Y204
observed with BEZ235 treatment. Synergy between
BKM120 and everolimus was observed on LMS cell line
growth, with median combination indices of 0.62 for
1B112, 0.1 for 1B134 and 0.1 for IB136 (Supplementary
Figure S1A), and on apoptosis induction only for the
IB136 cell line, with an increase in the percentage of
annexin V- and Pl-positive cells (30%) compared with
monotherapy (20% for BKM120 and 13% for everolimus;
Supplementary Figure S1B and S1C). Interestingly, dual
inhibition of PI3K and mTORC1 by the combination of
BKM120 and everolimus mimicked the effects of BEZ235
to induce MAPK pathway activation (Supplementary
Figure S1D). Considering the similar effect on MAPK
pathway activation observed with BEZ235, we
hypothesized that p-ERK™%2"2% gccumulation could be
caused by a feedback mechanism implicating RICTOR, a
scaffold protein from the mTORC2 complex that is known
to be regulated by S6K1 [19].
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Figure 1: Immunohistochemical (IHC) staining against p-S6RP**%2* and PTEN in leiomyosarcoma (LMS) disease
tissues and cell lines. Immunohistochemical staining pictures of LMS tissue samples with anti-p-S6RP*?9?*and anti-PTEN antibodies
and of cell line pellets with anti-p-S6RP=r242¢ Endothelial cells (positive control) are indicated by black arrows.
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Figure 2: Antiproliferative and apoptotic activities of BEZ235, BKM120 and everolimus (EVE) in LMS cell lines.
Growth curves indicating growth inhibition of the 3 LMS cell lines (1B112, 134 and 136) after treatment for 72 hours (A). Representative
pictures of the clone formation assay for cell lines treated for 72 hours by PISK/mTOR pathway inhibitors at their IC value (B). The
average percentage of monoclonal cell number for each cell line (C).

77



RESULTATS EXPERIMENTAUX

Partie 1 - Sensibilité aux inhibiteurs de la voie PI3K/mTOR

Leiomyosarcoma xenografts were more sensitive
to dual PI3BK/mTOR inhibition than PI3K or
MTORCL1 inhibition alone

These in vitro findings prompted us to examine the
effect of PI3K/AKT/mTOR pathway inhibitors on LMS
tumor growth. For the in vivo study, BKM120 was replaced
with GDC-0941, another PI3K inhibitor. IB136 xenografts
were established and grew to a size of 100 mm?, after
which either vehicle or drugs were given 5 days a week
for 3 weeks. The growth suppression induced by BEZ235
was more significant in LMS xenografts (Figure 5A). The
average inhibition tumor growth (ITG) of tumors from the
BEZ-treated animals was 65%, whereas those from the
GDC-0941 and everolimus groups were 27% (p < 0.05)
and 54% (p < 0.05), respectively, compared to the control
group (p < 0.05). No apparent toxicity events were
observed in the drug-treated animals. There were no

Ctrl

BKM120

significant changes in animal weight (data not shown).
The number of tumor cells positive for Ki-67, a cell
proliferation marker, was substantially lower in tumors
treated with BEZ235 compared with control tumors
(Figure 5B). With regard to the cellular pathway involved,
as shown in the representative immunohistochemistry
images, tumor xenografts from the BEZ235-treated group
showed a marked decrease in the number of p-S6RPS240/24.
positive cells compared with the other groups. Therefore,
these pharmacodynamic assessments confirmed the in
vitro activity of the drugs in terms of proliferation and
pathway inhibition.

Extinction of RICTOR-enhanced ERK
activation

To understand whether mTORC2 was involved
in ERK pathway activation, we used RNAI to silence
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Figure 3: Effect of BEZ235, BKM120 and everolimus (EVE) on LMS cell apoptosis. Representative dot-plot diagrams of flow
cytometry with annexin V/P1 for LMS cells treated for 72 hours with BEZ235, BKM120 and EVE at 10-fold IC,, values (A). Percentage
of apoptotic cells after treatment for 72 hours with 3 drug concentrations (1/10 IC,, IC, value, 10-fold IC, ) (B). Data are presented as the
mean + SEM of three independent experiments. *, drua p < 0.05 vs. control; ***, drua p < 0.001 vs. control (two-way ANOVA).
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RICTOR, an essential and specific component of
MTORC2. As expected, RNAI did not alter the kinase
expression of AKT and S6RP and resulted in a 50-90%
decrease of RICTOR protein expression levels compared
to non-targeting RNAI in LMS cell lines (Figure 6A and
quantification in Figure 6B for 1B134; Supplementary
Figure S2 for IB112 and 1B136). Additionally, silencing of
RICTOR did not disrupt mTORC1/S6K activity as scored
by p-S6RPS24924 phuyt abolished AKT phosphorylation on
Ser*™, amodification mediated by mTORC2. Interestingly,
in RICTOR-silenced LMS cells, we showed p-ERKT202/Y204
accumulation similar to the enhancement caused by
BEZ235 treatment (Figure 6A and quantification in
Figure 6B for 1B134; Supplementary Figure S2 for IB112
and I1B136). Transfection with RNAi (AM16708- 39500,
Life Technologies, Carlshad, CA, USA) targeting a
different region of RICTOR mRNA also resulted in
accumulated p-ERK™%Y2% (data not shown). Thus, these
results confirmed our hypothesis that mTORC?2 is involved
in MAPK pathway activation.

GSK1120212 potentiated apoptosis induction
and the anti-tumor effect of BEZ235

We showed that BEZ235 induced an accumulation
of p-ERK™2Y%4 protein, a marker of MAPK pathway
activation. The crosstalk between the PI3K and MAPK
pathways has long been known. In fact, PI3K and mTOR
blockade may result in the activation of compensatory
pathways of MAPK that could potentially reduce the anti-
tumor effects of PI3K/mTOR inhibitors [21]. Thus, we
decided to further investigate the effects of combined
targeting of the MAPK and PI3BK/AKT/mTOR signaling
cascades in leiomyosarcoma cells. To this end, we
administered a diagonal constant ratio combination design
of BEZ235 and GSK1120212, a potent MEK inhibitor, in
LMS cell lines according to the Chou and Talalay
proposition [22]. In vitro synergy was observed with
BEZ235 in association with GSK1120212 on the growth
of LMS cell lines with median combination indices of 0.72
for IB112, 0.25 for 1B134 and 0.4 for IB136 (Figure 7A)
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Figure 4: Downstream kinase inhibition by BEZ235, BKM120 and everolimus (EVE) in LMS cell lines. Representative
western blotting of active kinase and total kinase levels of the PI3K/mTOR and MAPK pathway with GAPDH as a loading control (A). Cells

were treated for 72 hours at IC50 value of each drug. Representative signal intensities for p-ERK1/2120247204 were normalized to those for

total ERK in each cell line (B). Data are presented as the mean + SEM of three independent experiments.
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and on apoptosis induction with an increase in the
percentage of annexin V- and Pl-positive cells (range of
apoptotic cells, 44-66%) compared with either drug alone
(range of apoptotic cells, 10-27% for BEZ235 and 23-41%
for GSK1120212) as shown in Figure 7B and 7C.
Additionally, after exposure at the 1C, value for 72 hours,
GSK1120212 was effective in inhibiting p-ERK™%Y24 in
all LMS cell lines, and as expected, due to presence of
crosstalk between the PI3K and MAPK pathways, we
observed p-AKTS*" accumulation consequent to the
suppression of MAPK pathway activity (Figure 7C) [16].
This treatment combined with BEZ235 prevented ERK
and AKT over-activation induced by BEZ235 and
GSK1120212 alone, respectively (Figure 7C).

Moreover, we tested whether the MAPK pathway
blockade could enhance the anti-tumoral effect of the dual
PI3K/mTOR inhibitor in vivo. IB136 xenografts were
established and grew to a size of 100 mm?®, after which
either vehicle or drugs were given 5 days a week for 3
weeks. The BEZ235 and GSK1120212 combination
group showed a stronger anti-tumor effect with a
significant (p < 0.001) reduction of tumor growth
(average tumor volume at endpoint, 428.5 + 70.2 mmq)
compared with either drug alone (1193.9 + 112.1 mm?® for
BEZ235 and 910.5 + 143.1 mm? for GSK1120212)
or vehicle (1591 + 90.8 mm?®) as shown in Figure 8A.
Also, the survival of mice (from the first day of the
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experiment until the day when the tumor size doubled)
showed that the combination treatment highly significantly
slowed the rate of tumor growth (9.4 days for median
survival) compared to the control (5.8 days) and to the
individual drug (6.4 days) treatment groups (p < 0.0001)
as shown in Figure 8B. No apparent toxicity events were
observed in the drug-treated animals. There were no
significant changes in animal weight (data not shown).
Further analyses by immunohistochemical experiments
showed that the number of tumor cells positive for Ki-67
was substantially less in LMS tumors treated with the
combination treatment compared with tumors treated with
either drug alone or control tumors (Figure 8C).

DISCUSSION

We report an original study assessing the respective
in vitro and in vivo effects of a drug panel targeting
different components of the PI3K/AKT/mTOR pathway
on human leiomyosarcoma, an extremely rare form of
cancer. This pathway is one of the most frequently
dysregulated signaling cascades in cancer [23]. One
challenge related to the development of anti-cancer drugs
targeting this signaling cascade is to identify agents
capable of achieving sufficiently strong inhibition of the
pathway (and the subsequent anti-tumor activity). Dual
inhibitors of PI3K and mTOR, such as BEZ235, target the
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Figure 5: Anti-tumor effect of BEZ235, BKM120 and everolimus (EVE) on human 1B136 cell xenografts in Ragy2C—/—
mice. Curves of tumor volume progression during 3 weeks of treatment (A) Mice were randomly assigned to receive 40 mg/kg BEZ235,
50 mg/kg GDC-0941, 5 mg/kg everolimus or vehicle. The data points represent an average from 8 mice (bars, SEM). *p < 0.05; ***p <0.001,
two-way ANOVA. Immunohistochemical staining images of tumor samples treated with anti-p-S6RP=24?*and anti-Ki-67 antibodies (B).
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active sites of both holoenzymes, inhibiting the pathway
both upstream and downstream of AKT and avoiding the
problem of AKT activation following the abolition of the
mTORC1-S6K-IRS-1 negative feedback loop [24]. The
loss of this feedback loop is known to occur with rapalogs,
the first PI3K pathway-targeted agents approved for the
treatment of cancer. Dual inhibitors are also expected
to be more active than pan-PI13K inhibitors, particularly in
tumors with alterations downstream of PI13K and upstream
of mTOR (e.g., PTEN or TSC1/2), such as LMS [25]. We
have demonstrated that dual inhibition of PI3K and mTOR
is associated with strong anti-tumor activity in LMS,
which was significantly higher than that of either mTOR
inhibition (everolimus) or PI3K inhibition (BKM120)
alone. Viability changes were reflected in the apoptotic
effects produced by BEZ235, while apoptosis was not
observed with everolimus, indicating that PI3K is
sufficient for cellsurvival.

Another important challenge for the development of
drugs targeting the PISK/AKT/mTOR pathway is the
elucidation of acquired resistance mechanisms that either
restore PI3K signaling or activate parallel pathways in the
presence of inhibitors. The existence of redundancy and
feedback loops between the RAS-RAF-MEK-ERK and
PI3K-AKT-mTOR signaling networks is undisputed [26].
mTOR nucleates two distinct multi-protein complexes,
the mTOR complex 1 (MTORC1) and mTOR complex
2 (mTORC2). In contrast to mTORCL, for which many
upstream signals and cellular functions have been defined,
relatively little is known about mTORC2 biology. Several
studies have shown that mTORC2 plays key roles in
various biological processes including cell survival,
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metabolism, proliferation and cytoskeletal organization
[27]. It has been shown that allosteric mTORCL inhibitors
such as everolimus can lead to activation of the ERK
pathway as a result of a PI3K-dependent mechanism, thus
adding a new level of complexity to the previously
described negative feedback loop involving mTORC1/
PI3SK/AKT [14]. We found that the dual PI3K/mTOR
inhibitor BEZ235 profoundly inhibits mTORCL,
mTORC2, and PI3K but induces overactivation of the
RAS/MEK/ERK pathway in LMS cells. To understand the
mechanism by which dual PI3K/mTOR inhibitors such as
BEZ235 promoted ERK activation, we determined the
role of the previously described feedback loop involving
mMTORC1/S6K/PI3K/ERK in response to rapamycin
analogs [15, 16]. Neither mTORC1 inhibition (everolimus)
nor PI3K inhibition (BKM120) at concentrations that
completely blocked the mTORC1/S6K axis produced any
detectable enhancement of ERK activation in LMS cells,
suggesting a PI3K-independent mechanism.  Strikingly,
we observed that the combination of BKM120 and
everolimus induced MAPK pathway activation similar to
BEZ235, raising the possibility that this activation was
the result of the suppression of a negative feedback loop
involving mTORC2. Indeed, S6K1 (activated by
mTORC1) and TSC1/2 (inhibited by PI3K/AKT)
negatively and positively regulate mTORC?2, respectively
[28]. To confirm this hypothesis, we used RNAI to silence
RICTOR, a scaffold protein in the mTORC2 complex. We
observed that knockdown of RICTOR increased the
baseline levels of ERK phosphorylation similar to BEZ235
treatment (Figure 6 and Supplementary Figure S2).
Therefore, we showed that dual inhibition of PI3K/mTOR
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Figure 6: Effect of RICTOR silencing on the PI3K and MAPK downstream signaling pathways in the 1B134 cell line.
Representative western blotting of active kinase and total kinase levels of the PI3K/mTOR and MAPK pathway with GAPDH as a loading
control (A). LMS cell lines were incubated with BEZ235 and RNAI against RICTOR for 72 hours. Representation of the signal intensities
for RICTOR and p-ERK1/2tr202%204 \were normalized to those for GAPDH and ERK, respectively (B). Data are presented as the mean +

SEM of two independent experiments.
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suppresses a PI3K-independent feedback loop involving
MTORC2 and results in MAPK pathway activation in
LMS cells. Interestingly, an identical finding was reported
in a pancreatic cancer model, suggesting a common effect
for different malignancies [29].

Given the overactivation of the RAS/MEK/ERK
pathway induced by BEZ235, we investigated whether this
effect could counterbalance the growth-suppressive action
of dual mTOR/PI3K inhibition in LMS cells. We found
that the use of the MEK inhibitor GSK1120212 abrogated
the effect of BEZ235 on p-ERK™2Y24 gccumulation,
resulting in a synergistic increase in LMS cell apoptosis

and significantly higher inhibition of tumor growth. Thus,
in addition to the cytostatic effect, this multidrug
combination exerted cytotoxic effects (Figure 7). This
result is in agreement with that from Soares et al., who
showed that MEK1/2 inhibition suppressed the enhanced
ERK activation induced by PI3K/mTOR dual inhibitors
and enhanced the effects of growth inhibition due to
BEZ235 in pancreatic cancer cells. Importantly, we were
able to confirm our in vitro findings in vivo with a
statistically significant greater anti-tumor effect of the
BEZ235 and GSK1120212 combination versus the same
agents used as monotherapies (Figure 8).
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Figure 7: Synergistic activity of the BEZ235 and GSK1120212 combination in 1B112, 134 and 136 LMS cell lines.
Isobologram analysis of the combination of BEZ235 and GSK1120212 in LMS cells (A). Combination index (CI) values for each cell line
were calculated using the method developed by Chou and Talalay and are represented by a red point. Representative dot-plot diagrams of
the flow cytometry results with annexin V/PI for LMS cells treated with BEZ235 and GSK1120212 either alone or in combination (B).
Percentage of apoptotic cells after respective treatments (C). Immunoblotting analysis of active kinase and total kinase levels of the
PI3K/mTOR and MAPK pathway with GAPDH as a loading control (D). Cells were treated for 72 hours at the IC,, value of each drug. Data
are presented as the mean + SEM of three independent experiments. **p < 0.01; ***p < 0.001, two-way ANOVA.
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There are few examples of the successful use
of targeted inhibitors to disrupt the aberrant signaling
pathways that malignant mesenchymal tumors require for
continued growth. These examples include imatinib-
mediated inhibition of c-KIT in gastrointestinal stromal
tumors [30], inhibition of PDGFR-B (platelet- derived
growth factor receptor) by imatinib in
dermatofibrosarcoma protuberans [31], mTOR inhibition
in perivascular epithelioid cell tumors [32] and EZH2
(enhancer of zeste homolog 2) inhibition in INI1-or
SMARCAA4-deficient sarcomas [33]. Our pre-clinical
results suggest that dual targeting of the PI3K/AKT/
mTOR pathway in combination with MAPK inhibition is
a promising therapeutic strategy against leiomyosarcoma.

MATERIALS AND METHODS

Cell lines

The cell lines used in this study were provided
by the Biological Resources Center of Institut Bergonié
(CRB-IB). Experiments were performed in accordance
with the French Public Health Code (articles L. 1243- 4
and R. 1243-61). The soft tissue leiomyosarcoma cell lines
IB112 and 1B136 and the uterine leiomyosarcoma cell line
1B134 were derived from human surgical STS (soft-tissue
sarcoma) specimens after obtaining patient consent and
were established as previously described
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[34]. Authentication of the cell lines was performed using
aCGH by comparing the cell line with the corresponding
originating tumor. All cell lines were cultured in RPMI
1640 medium, GlutaMAX™ Supplement (Sigma-Aldrich
LifeTechnologies, Saint Louis, MO, USA) supplemented
with 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS), 1% penicillin/
streptomycin, and 0.2% Normocin (InvivoGen, Toulouse,
France) at 37°C in an environment containing 5% CO,.
Cells were routinely passaged every 2 to 3 days.

Inhibitor treatments

BEZ235 (dual PI3K/mTOR inhibitor), BKM120
(PI3K inhibitor), everolimus (MTOR inhibitor) and
GSK1120212 (MEK inhibitor) were purchased from
Selleck Chemicals (Houston, TX, USA) and were prepared
as 2.1 mmol/L, 24 mmol/L, 10 mmol/L and 14 mmol/L
stock solutions, respectively, in DMSO and stored at
—80°C. Cultured cells were treated for 72 hours with a
medium changes and fresh drug additions as indicated in
the figure legends.

Growth analyses

Cell viability assay

Cells were seeded in triplicate at 5000 cells/well
into 96-well plates, cultured with fresh growth medium for
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Figure 8: Synergistic anti-tumor effect of the BEZ235 and GSK1120212 combination in human 1B136 cell xenografts
in Ragy2C-/- mice. Curves of tumor volume progression during 3 weeks of treatment (A). Mice were randomly treated with vehicle, 10
mg/kg BEZ235, 0.5 mg/kg GSK1120212 or a combination of both drugs. The data points represent an average from 10 mice (bars, SEM).
***p < 0.001, two-way ANOVA. Kaplan-Meier curves for tumor doubling times (B). Immunohistochemical staining images of tumor

samples treated with the anti-Ki-67 antibody (C).
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at least 24 hours and treated with a range of increasing
concentrations of drugs for 72 hours. After the incubation
period, 2-deoxyglucose (2-DG) and 3-4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma-
Aldrich, St. Quentin Fallavier, France) were immediately
added to the wells at a final concentration of 0.5 mg/mL,
and the cells were incubated for 3 hours. Then, the
supernatant was discarded, 100 pL of dimethyl sulfoxide
(DMSO, Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France)
was added, and the absorbance was monitored using a
Flexstation 3 Plate reader (Sunnyvale, CA, USA) at 570 nm
with 630 nm as a reference. The half maximal inhibitory
concentration (IC,;) was calculated with GraphPad Prism
software version 5.00 for Windows (GraphPad Software,
LaJolla, CA, USA). Each experiment was repeated at least
3 times.

Clonogenic cell survival assay

After cell trypsinization with 1 mL trypsin-EDTA
(Sigma-Aldrich Life Technologies, Saint Louis, MO,
USA) and inactivation with medium containing 10% FBS,
cells were seeded in triplicate at 150-200 cells per well
into 6-well plates. The clones were allowed to grow for 15
days in growth medium with specific drugs at 37°C in an
environment containing 5% CO,. The number of cell
colonies was counted after fixing with 70% ethanol and
staining with crystal violet. Data are represented as the
mean + SEM percentage values.

Cell apoptosis assay

STS (soft-tissue sarcoma) cells (2 x 10°/well) were
seeded in 6-well plates and treated for 72 hours with
several specific drug concentrations. After treatment, cells
were washed once with phosphate-buffered saline (PBS)
and labeled with annexin-V-FITC and propidium iodide
(PI) according to the manufacturer’s protocol (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA). Then, cells were
analyzed with a FACS (fluorescent activating cell sorting)
Calibur flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA). The percentage of cells in early apoptosis (annexin-
V-positive, Pl-negative) and in late apoptosis or necrosis
(annexin-V- and Pl-positive) was calculated using FlowJo
version 7.6.3 for Windows (Tree Star Inc, Ashland, OR,
USA). The percentages of overall death (sum of earlyand
late apoptosis) are represented as the mean + SEM values
based on 3 independent experiments.

Western blotting

Treated and control whole cells were harvested
using 60 pL radio-immunoprecipitation assay (RIPA) lysis
buffer [35]. The lysate was centrifuged (13 000 rpm, 15
min, 4°C), and the supernatant was stored at —-80°C until
further use. Total proteins (30 pg) were electrophoresed
on an 8, 12 or 15% sodium dodecyl sulfate (SDS)

polyacrylamide gel and transferred onto polyvinylidene
difluoride (PVDF) membranes. Blots were probed
overnight at 4°C in 5% BSA (bovine serum albumin) in
PBST (phosphate, 100 mM; KCI, 27 mM; NaCl, 1.37 M,
pH 7.4 after 1X dilution; 0.1% Tween-20) with primary
antibodies (diluted 1:1000) to p-AKT="" (CST 4060),
AKT (CST 4685), p-S6RPr24244(CST 2215), S6RP (CST
2217), p-ERK1/2tr202ir204 (CST 4370), ERK1/2 (ab17942),
RICTOR (CST 2114) and glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH, SC-51907). Horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibody (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Heidelberg, Germany) was diluted
1:5000. Bound antibodies were visualized by Fusion Fx7
(Fisher Bioblock Scientific, Waltham, MA, USA) using
Immobilon™ Western (Millipore Corporation, Billerica,
MA, USA), an enhanced chemiluminescence detection
kit. The resulting bands were analyzed and quantified by
ImageJ® 1.49 g software (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA). GAPDH served as a loading
control. Each membrane was reused twice after stripping
in glycine buffer (6.6 mol/L, pH 2) at 56°C for 20 min.
Each experiment was repeated at least 2 times.

Ribonucleic acid interference (RNAI)

For transfections, 1 x 10°LMS cells were seeded in
duplicate into 6-well plates and grown to 60-70%
confluency. Cells were transfected and incubated for
72 hours with 80 pmol RICTOR RNAi (AM16708-
261571, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) using 6
pL Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) in a total volume of 300 pL growth medium
containing 10% FBS. Then, protein samples were
collected for western blotting. Each RNAi experiment was
performed at least 2 times. Negative control (AM4613,
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) using an RNAI
that was not homologous to any known genes was usedto
control against nonspecific effects of the oligonucleotides.

Drug synergy assays

LMS cells were treated with single drugs or a
combination of two drugs for 72 hours. To confirm the
synergistic effects between two drugs, a diagonal constant
ratio combination design was implemented according to
the Chou and Talalay proposition [22]. Cells were
incubated with a 2-fold serial dilution with several
concentrations above and below the 1C_ values of both
drugs at a constant ratio. After the incubation period, MTT
was immediately added to the wells, and the absorbance
was monitored using the Flexstation 3 Plate reader. The
analysis of the synergy assay was conducted by the
isobologram and combination index (CI) methods derived
from the median-effect principle of Chou and Talalay. The
combination effects of the two agents can be summarized
as follows: combination index (CI) < 1 (under the curve),
Cl = 1 (near the curve), and Cl > 1 (above the curve)
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indicates synergistic, additive and antagonistic effects,
respectively. Synergy experiments were repeated at least
three times.

Animal studies

All animal experiments under project license
DIR1384 were performed with the approval of the
institutional animal use and care committee. LMS cells (5
x 108 cells/100 pL) were injected subcutaneously into the
right flank of Ragy2C—/— mice (n = 10). Only the I1B136
LMS cell line was able to grow in mice. Once palpable,
the tumor volumes were calculated using the following
formula: length x width? / 2. After tumors reached
approximately 100 mm? in average size, animals were
treated by oral gavage (100 pL). BEZ235 and
GSK1120212 were prepared by dissolving in 1 volume of
NMP (1-methyl-2-pyrrolidone) in a 100°C water bath
followed by the addition of 9 volumes of PEG300 (Sigma-
Aldrich, St Quentin Fallavier, France). GDC- 0941 and
everolimus were dissolved in water with 0.5%
methylcellulose and 0.5% Tween 80 (Sigma- Aldrich, St
Quentin Fallavier, France). To study of the effect of
PI3K/AKT/mTOR pathway inhibitors on LMS tumor
growth, mice were randomly assigned to receive
40 mg/kg BEZ235, 50 mg/kg GDC-0941, 5 mg/kg
everolimus or the corresponding vehicle (NMP/PEG300
or methylcellulose). To study the anti-tumor effect of
BEZ235 and GSK1120212 alone or in combination, mice
were randomly treated with vehicle, 10 mg/kg BEZ235,
0.5 mg/kg GSK1120212 or a combination of both drugs.
Drug concentrations were not the same as the previous in
vitro experiments due to the strong synergy observed with
the drug combination. Three weeks after drug
administration, mice were euthanized, and tumors were
excised. Tumor progression was analyzed with GraphPad
Prism software and Kaplan-Meier curve analysis was used
to compare individual tumor doubling rates. Log-rank
(Mantel-Cox) tests were used to compare Kaplan-Meier
curves with the program GraphPad Prism and p-values of
0.05 and below were considered significant.

Immunohistochemistry

To perform immunohistochemistry on LMS cell line
pellets, cells were grown to confluency in 6-well plates.
Then, the cells were harvested, centrifuged at 1200 rpm for
5 minutes, incubated overnight in 10% paraformaldehyde
and placed carefully into a cassette lined with biopsy filter
paper. Next, the cell pellets were embedded in paraffin.
Finally, sections of patient tumor samples and
corresponding LMS cell line pellets were incubated with
either anti-p-S6RP=2424 (CST 5364; 1:100) or anti-
PTEN (CST 9559; 1:100). To confirm a negative labeling
in tissues, we used endothelial cells as a positive control.
For the in vivo study, three weeks after treatment with
drugs or vehicles, mice were euthanized, and tumors

were harvested in 10% paraformaldehyde. Paraffin
sections were incubated with anti-Ki-67 (Ventana 790-
4286; 1:100) and anti-p-S6RP=*%2% Tissue imaging was
conducted with an Olympus CKX41 (x100) using image
capture cellSens Entry software version 1.14 for Windows
(Olympus, Rungis, France). The immunoreactivity signal
corresponding to the target expression level was estimated
by a pathologist on the basis of the percentage of
positively stained cells.
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A. Résumé de ’article

Nos premiers résultats ont confirmé I’intérét d un ciblage thérapeutique de PI3K/mTOR
dans les Iéiomyosarcomes. De nombreux inhibiteurs double cible de PI3K et mTOR sont en
cours de développement dans divers types de tumeurs solides (voir Introduction, Chapitre 4,
Les inhibiteurs a double cible). Toutefois, comme pour toutes les thérapies ciblées, des tumeurs
initialement sensibles vont développer des résistances secondaires qui se traduisent sur le plan
clinique par une progression de la maladie. Plusieurs travaux ont décrit des mécanismes de
résistance secondaire aux inhibiteurs de la voie PI3BK/mTOR dans les tumeurs épithéliales (voir
Introduction, Chapitre 4, La résistance aux inhibiteurs de la voie PI3K/mTOR). Il n’existe en
revanche aucune donnée dans la littérature concernant les sarcomes.

Afin d’¢élucider les mécanismes de résistance secondaire a une inhibition duale de
PIBK/mTOR dans les léiomyosarcomes, nous avons genéré des modeéles de résistance in vitro
en exposant les trois lignées cellulaires de LMS (1B112, IB134 et 1B136) a des doses de
concentrations croissantes de BEZ235 durant 48 semaines. Les cellules résistantes présentaient
une augmentation de leur ICso (concentration de la drogue inhibant 50 % de la prolifération des
cellules) d’un facteur 10 comparé aux lignées parentales. Nous avons également obtenu un
modele de résistance in vivo en injectant les cellules résistantes issue de la lignée cellulaire
IB136 en sous-cutanée chez des souris immunodéficientes.

Pour identifier les mécanismes de résistance secondaire au BEZ235, nous avons realisé
le séquencage du transcriptome de trois tumeurs issues de la lignée IB136 (dites « sensibles »)
et trois tumeurs issues des cellules résistantes (dites « résistantes »). Cela nous a permis de
mettre en évidence plusieurs genes différentiellement exprimés dont 583 qui sont surexprimés
et 402 qui sont sous-exprimés quand on compare les tumeurs « résistantes » aux tumeurs
« sensibles ». Parmi cette population de genes surexprimés dans les tumeurs « résistantes »,
nous avons identifié plusieurs génes jouant un role dans 1’auto-renouvellement et la
maintenance des cellules souches suggérant 1’émergence d’une population cellulaire dite
« souche » comme mécanisme de résistance dans nos modeles in vitro et in vivo. Pour valider
ces résultats, nous avons analysé I’activit¢ de I’ALDH (aldehyde deshydrogenase), un
marqueur d’activité des cellules souches (Storms et al., 1999), par cytométrie en flux. Nous
avons alors constaté une hausse de ’activité¢ enzymatique de I’ALDH dans nos trois lignées
cellulaires résistantes au BEZ235 par comparaison aux lignées parentales. Par ailleurs, un tri
cellulaire par cytométrie en flux basé sur I’activité de I’ALDH, nous a permis de démontrer

d’une part la capacité de cette population a résister au BEZ235 et d’autre part leur capacité a

89



RESULTATS EXPERIMENTAUX Partie 2 - Résistance secondaire au ciblage de la voie PI3K/mTOR

former des sphéres en culture (une autre caractéristique des cellules souches (Lee et al., 2015a))
dans un milieu favorisant le maintien des propriétés « souches ». Pour valider ces observations
précliniques, nous avons eu accés a du matériel tumoral provenant de patients atteints de
sarcome et ayant développé une résistance secondaire au BYL719, un inhibiteur de la sous-
unité PI3Ka. Une étude du transcriptome de ces tumeurs a révélé egalement un enrichissement
d’une population cellulaire aux caractéristiques « souches ».

Le complexe PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2) et plus particulierement sa sous-
unité EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2) est associé au développement embryonnaire et a la
maintenance des cellules souches (O’Carroll et al., 2001). Nous avons alors émis 1’hypothése
qu’un ciblage thérapeutique de ce complexe pourrait lever la résistance au BEZ235. Lorsque le
complexe PRC2 est activé, il catalyse la triméthylation de la lysine 27 de I’histone H3
(H3K27Me3). De maniére intéressante, nous avons observé un nombre important de cellules
marquées H3K27Me3 par immunohistochimie dans les tumeurs résistantes de patients
comparées aux tumeurs avant traitement, ce qui renforcerait notre hypothése. Nous avons alors
testé 'utilisation d’un inhibiteur ’EZH2 (EPZ011989) en combinaison avec le BEZ235 dans
nos modeles de résistance in vitro et in vivo. Nos résultats ont montré que 1’inhibition de
I’activité du complexe PRC2 pouvait partiellement restaurer une sensibilité au BEZ235 des
cellules résistantes de Iéiomyosarcome. En effet, in vitro, nous avons observé qu’une perte de
I’activit¢ ALDH apres traitement & I’EPZ011989 est corrélée a une diminution de cellules
viables en présence de BEZ235. In vivo, nous avons constaté la restauration de 1’activité
antitumorale du BEZ235.

Ces résultats cliniques et précliniques démontrent 1’apparition d’une population dite
« souche » pouvant étre responsable de la résistance aux inhibiteurs de la voie de signalisation
PIBK/mTOR dans les sarcomes des tissus mous. Outre les enjeux thérapeutiques de la
compréhension des mécanismes de résistance au BEZ235, nous avons développé des modéles
uniques de résistance aux inhibiteurs de la voie PI3BK/mTOR dans les Iéiomyosarcomes. Par
ailleurs, grace a notre étude, nous avons montré que I’ALDH pouvait étre utilisé comme

marqueur de cellules souches dans les Iéiomyosarcomes.
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Abstract

The targeting of dysregulated signaling pathways is an attractive therapeutic strategy
for solid tumors, but drug resistance is common. The PI3K/AKT/mTOR pathway plays a crucial
role in the development of leiomyosarcomas (LMSs). We investigated the mechanisms of
secondary resistance to PI3K/mTOR inhibition in LMS. Using LMS cells resistant to the dual
PISBK/mTOR small-molecule inhibitor BEZ235, we identified that secondary resistance was
associated with the expansion of a subpopulation of cells with stem-cell-like characteristics,
including enhanced ALDH1AZ2 activity. EZH2 inhibition, a catalytic component of polycomb
repressive complex 2 (PRC2), which plays a critical role in stem cell maintenance, restored
sensitivity to BEZ235 in drug-resistant cells in culture and induced tumor regression in drug-
resistant xenografts in mice. By analyzing tumor samples from three patients who showed
secondary resistance after treatment with a PI3Ka inhibitor, we found a significant increase in
the level of H3K27Me3, the substrate of EZH2, in the samples obtained at resistance compared
with pretreatment samples. Additionally, we identified a significant up-regulation of several
stem cell genes. Altogether, our findings suggest that treatment with combined PI3K/mTOR

and EZH2 inhibitors may improve therapeutic outcomes in patients with LMSs.
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Introduction

Leiomyosarcomas (LMSs) are one of the most frequent histological subtypes of soft-tissue
sarcomas (15-20%) with well-defined characteristics. It is classically considered that LMSs are
malignant tumors composed of cells that show distinct smooth muscle differentiation (1). The
standard multimodal treatment strategies are surgery, radiation and conventional chemotherapy,
with an aggressive approach taken against high-grade tumors (2). The prognosis for LMSs is
poor, with up to 40% of patients experiencing metastatic relapse despite optimal locoregional
treatment (3, 4). Due to the insufficient effectiveness of the current treatment options, novel
therapeutics involving target-specific drugs are urgently needed.

LMSs belong to the class of sarcomas with complex genomic alterations characterized by non-
recurrent structural and copy number alterations (5, 6). In 40-50% of LMS cases, cytogenetic
studies have shown a loss of chromosome 10q encompassing PTEN (phosphatase and tensin
homolog), a tumor suppressor gene and negative regulator of phosphoinositide-3-kinase (P13K)
(7-9). Moreover, conditional knock-out of PTEN from the smooth muscles of mice predisposes
them to development of LMSs in various organs (10). In these studies, mTOR inhibition was
associated with significant anti-tumor activity (11). These data have recently been confirmed
in the clinical setting by a pilot study of advanced LMS patients with who benefited
significantly from treatment with temsirolimus (12). However, several studies have shown that
mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) inhibition by rapamycin and its analogs is
associated with a loss of negative feedback control of the MAPK pathway (13) and PI3K/mTOR
pathway in solid tumors (14, 15). These findings may explain the transient benefits observed
with mTOR inhibitors in a clinical setting and further underscore the need for more potent
strategies to target this pathway (16).

PI3K and mTOR belong to the PI3K-related kinase superfamily and share structural domains.
Consequently, certain inhibitory compounds target both kinases (17). Dual inhibitors of PI3K
and mTOR target the active sites of both holoenzymes to inhibit the pathway both upstream
and downstream of AKT, thus avoiding the problem of AKT activation following abolition of
the MTORC1-S6K-IRS-1 or S6K-mTORC2-AKT negative feedback loops (18). Our group and
others have reported that dual PI3K and mTOR inhibition is associated with strong anti-tumor
activity in LMS, which was significantly greater than that of either mTOR inhibition or PI3K
inhibition alone (19-22).

While several dual PI3K/mTOR inhibitors are under development, this class of drugs suffers

from the same major limitation associated with other targeted therapies and traditional
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chemotherapy drugs in a metastatic disease setting; that is, the duration of any observed clinical
benefit is limited, owing to the relatively rapid acquisition of drug resistance. Therefore,
identifying specific molecular mechanisms of resistance is crucial to define new strategies to
overcome or prevent the development of resistance to PI3K/mTOR inhibitors in the clinical
setting.

Here, we report the first study assessing the mechanisms of secondary resistance to dual

PI3K/mTOR inhibition in human tumor models.
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Results

Generating dual PIBK/mTOR inhibitor resistant LMS cells in vitro and in vivo

In order to generate drug resistant leiomyosarcoma tumor cells, we escalated drug
concentrations in LMS cell cultures. Three LMS cell lines were exposed to BEZ235, a dual
PISBK/mTOR inhibitor, using doses that were increased in a stepwise manner, and surviving
cells were selected until normal cell growth resumed. Thus, we independently established three
BEZ235-resistant LMS cell lines (resIB112, resIB134 and resIB136), which exhibited BEZ235
IC50 values that were >8-fold higher than the parental cell line (Fig. 1A). Cells required
approximatively 48 weeks in culture to achieve resistance. As indicated in Fig. 1B, secondary
resistant cells were significantly more resistant than parental cells to BEZ235-induced
apoptosis. No cross-resistance with other anti-cancer agents approved for the management of
sarcoma patients (doxorubicin, gemcitabine) was observed (Fig. S1).

These in vitro findings prompted us to examine whether these cells were drug resistant in an in
vivo setting. Thus, IB136 and resIB136 xenografts were established and grew to a size of 100
mm3, after which mice were treated orally with either vehicle or BEZ235 5 days a week for 3
weeks. Our results showed that 40 mg/kg of BEZ235 treatment potently inhibited tumor growth
of IB136-derived xenografts (55% tumor inhibition, p < 0.05), while tumor growth of resIB136-
derived xenografts was strongly similar to the vehicle-treated group (Fig. 1C). No apparent
toxicity events were observed in the drug-treated animals. There were no significant changes in
animal weight (data not shown). The number of tumor cells positive for Ki-67, a cell
proliferation marker, and p-S6RPs240/244, a protein indicating activity of the PI3BK/mTOR
pathway, were substantially lower in 1B136 and resIB136 xenografts treated with BEZ235

compared with control tumors (Fig. 1D).

Cancer stem cell (CSC) markers were up-regulated in LMS tumors with acquired
BEZ235 resistance

To identify the mechanisms of secondary resistance to BEZ235, we performed whole-
transcriptome sequencing (RNAseq) of three independent parental and resistant tumors. We
identified 985 genes that were differentially expressed between IB136-derived parental and
resistant tumor xenografts, among which 583 genes were up-regulated, and 402 genes were
down-regulated (with a 2X or more fold-change and an adjusted p-value < 0.01). Features of
differentially expressed genes in resIB136 tumors were summarized (up-regulated genes in

Table S1 and down-regulated genes in Table S2). We then analyzed these genes using Ingenuity
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Pathway Analysis software (IPA®, Qiagen Redwood City). The results showed that these genes
were mainly enriched in proliferative, growth and embryonic development networks.
Strikingly, in the resistant IB136 tumors, we found a significant up-regulation of several genes
known to be expressed in cancer stem cells (Table 1). Among them, NCAM1 was the most
strongly up-regulated with a fold-change of 372.15. Moreover, up-regulation of ALDH1A2
(fold-change of 10.40), KLF5 (fold-change of 6.73) and SOX2 (fold-change of 2.5) suggested
that secondary resistance to a dual PI3K/mTOR inhibitor could be associated with the
emergence of a CSC-like subpopulation. Indeed, these markers have been reported as being
involved in the self-renewal and self-protection of cancer stem cells (23-26). To confirm our
hypothesis at the protein level, we examined the immunohistochemical expression of the stem
cell marker SOX2 in the parental and secondary resistant tumors and found significantly higher

expression in the resistant tumors (Fig. 2).

LMS cells with ALDH activity have tumorigenic and resistant CSC properties

Then, to examine whether secondary resistant LMS cell lines contain a CSC-like subpopulation
compared to parental cell lines, we performed the Aldefluor assay in parental and resistant cell
lines. Several lines of evidence showed that enhanced aldehyde dehydrogenase (ALDH)
activity, measurable by the Aldefluor assay, is a hallmark of cancer stem cells (27, 28). Flow
cytometry analyses revealed that ALDH activity was significantly higher in resistant cell lines
compared to parental lines (Fig. 3A). These results indicated that the three BEZ235-resistant
cell lines contain a subset of cells with high ALDH enzymatic activity.

CSCs possess an increased capacity for tumorigenicity and resistance to anti-cancer drugs. We
hypothesized that ALDHhigh cells are CSCs. To further address the characteristics of these
high-ALDH LMS cells and their role in resistance to dual PI3K/mTOR inhibition, we isolated
ALDHIlow and ALDHhigh subpopulations from the resistant LMS cell lines by using FACS.
We then compared their respective viability after 72 hours of treatment with 5 uM BEZ235
(Fig. 3B). The ALDHhigh subpopulation was significantly more refractory to chemotherapy
than was the ALDHIlow subpopulation in all the three cell lines. To evaluate the stem cell
properties of the LMS cells according to the level of ALDH expression, we submitted
ALDHIlow and ALDHhigh subpopulations to a tumorsphere assay. In the three resistant
leiomyosarcoma cell lines, ALDHbhigh cells formed significantly more tumorspheres after 15
days of in vitro culture than their respective negative counterparts (Fig. 3C). Moreover,
treatment of BEZ235 at IC50 did not alter the capacity of ALDHhigh cells to form spheres. A

self-renewal assay with cells taken from the tumorspheres confirmed that the ALDHhigh
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subpopulation was comprised of tumorigenic CSCs (Fig. 3D). Altogether, these results indicate
that ALDH is useful for the detection and isolation of CSCs with tumorigenic and resistant
properties in leiomyosarcoma.

Finally, by analyzing several cell lines derived from epithelial tumors, we found a similar
expansion of ALDHhigh cells after treatment with high doses of BEZ235, whereas the use of
cytotoxic drugs had no impact suggesting that this mechanism is not limited to sarcomas and is
specific to the resistance to PI3K/mTOR inhibition (Fig. S2).

Clinical validation of the presence of a CSC-like subpopulation as a potential resistance
mechanism to a PI3BK/mTOR pathway inhibitor

To confirm our in vitro and in vivo observations, we decided to analyze tumor samples from
three sarcoma patients treated with a PI3Ka inhibitor where sample material was available from
prior to treatment onset and at occurrence of secondary resistance (NCT01735968). We were
able to perform whole-transcriptome sequencing (RNAseq) of paired primary/secondary
resistant tumor samples from one of these three patients. Then, 1,110 genes were differentially
expressed in the resistant tumor, among which 991 genes were up-regulated and 119 genes were
down-regulated (with a 4X or greater fold-change and an adjusted p-value < 0.01). Features of
differentially expressed genes in this clinical sample were summarized (up-regulated genes in
Table S3 and down-regulated genes in Table S4). We then applied the same analysis methods
as described previously. Strikingly, the results once again showed up-regulation of multiple
cancer stem cell markers in the resistant tumor sample. Of these markers, POU5F1 was the
most strongly up-regulated with a fold-change of 38.75 (Table 2). POU5F1, also known as Oct-
3/4, is one of the most important proteins associated with the pluripotent properties of stem
cells and is an essential factor controlling the early stages of mammalian embryogenesis (29,
30).

Since the polycomb repressive complex 2 (PRC2), including EZH2, has been shown to play a
crucial role in stem cell maintenance (31), we decided to investigate whether secondary
resistance to PI3Ka inhibition in these patients was correlated with PRC2 activity. When PRC2
Is activated, it catalyzed the trimethylation of lysine 27 of histone H3 (H3K27Me3). By using
IHC, we found a significantly higher level of H3K27Me3 in resistant tumors compared with

primitive tumors (Fig. 4).
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Pretreatment of resistant LMS cells with an EHZ2 inhibitor significantly re-sensitizes
cells to BEZ235 in vitro and in vivo

Therefore, we wondered whether blocking PRC2 activity with an EZH2 inhibitor could restore
sensitivity to dual PI3K/mTOR inhibition. To this end, we pretreated BEZ235-resistant cells
with EPZ011989, a potent orally available EZH2 inhibitor, for one week followed by treatment
with BEZ235 for 72 hours. Pre-treatment of resistant cells with EPZ011989 restored sensitivity
to BEZ235, generating 1C50 values that were similar to the parental cell lines (Fig. 5A).
Moreover, flow cytometric results revealed that ALDH activity was decreased in resistant cells
pretreated with EPZ011989 compared to untreated resistant cells suggesting that EZH2
inhibition activity induced a loss or at least a decrease, in the CSC-like subpopulation (Fig. 5B).
As shown in the representative immunochemistry images, resistant 1B112, IB134 and IB136
cell lines pretreated with EPZ011989 showed a marked decrease in the number of H3K27Me3-
positive cells compared with the control (Fig. 5C).

Moreover, we tested whether PRC2 blockade could re-sensitize cells to dual PI3K/mTOR
inhibition in vivo. resIB136 xenografts were established and allowed to grow to a size of 100
mm3. Mice were randomly pretreated with either vehicle or 125 mg/kg of EPZ011989 BID for
2 weeks. Then, in the EPZ011989-pretreated group, mice were randomly treated for 3 weeks
with 40 mg/kg of BEZ235 or 125 mg/kg of EPZ011989 BID. The EPZ011989 pretreatment
plus BEZ235 group showed an antitumor effect with a significant (p < 0.05) reduction of tumor
growth (average tumor volume at endpoint, 216.5 + 50.3 mm3) compared with either drug alone
(321.8 £ 51.75 mm3 for BEZ235 and 308.9 £ 55.02 mm3 for EPZ011989) or vehicle (355.9 +
73.83 mm3) as shown in Fig. 6A. Additionnally, the survival data of mice (from the first day
of the experiment until the day when the tumor size doubled) showed that the combination
treatment significantly (p < 0.05) slowed the rate of tumor growth (24.65 days for median
survival) compared to the vehicle (18.76 days) and the individual drug (15.12 days for BEZ235
and 16.89 days for EPZ011989) treatment groups (Fig. 6B). No apparent toxicity events were
observed in the drug-treated animals. There were no significant changes in animal weight (data
not shown). Further immunohistochemical analyses showed that the number of tumor cells
positive for p-S6RPs240/244 was substantially lower in tumors treated with BEZ235. None of
the tumors pretreated with EPZ011989 displayed SOX2- or H3K27Me3-positive cells (Fig.
6C).
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Discussion

Recently, we have shown that dual PI3K/mTOR inhibition by treatment with BEZ235
was associated with strong antitumor activity in leiomyosarcoma, which was significantly
higher than that seen with either PI3K or mTOR inhibition alone (22). These findings will lead
to a clinical investigation of dual PI3K/mTOR targeting in this setting. However, as for other
targeted therapies, several unanswered questions remain regarding the role of PI3K inhibition
in cancer treatment. The most important of these roles is related to the identification of potential
mechanisms of PI3K inhibitor resistance and how these might be overcome. Indeed, the
complexity of the PI3BK/mTOR pathway, which involves negative feedback loops and extensive
crosstalk with other signaling pathways, provides ample opportunities for resistance
development (32). A greater understanding of resistance mechanisms will enable the rational
design of combination regimens and sequential treatment algorithms to improve clinical
outcomes.

In the present study, we sought to identify mechanisms of resistance to targeted
PISBK/mTOR inhibition in LMS models. To this end, we used our recently characterized LMS
cell lines, xenografts models and patient tumor samples. Although each model contains inherent
limitations, we have gained appreciable insight into the potential underlying mechanisms of
resistance that could be anticipated in response to targeted inhibition of the PI3K/mTOR axis
in this disease segment. The models that we used acquired resistance in vitro after 48 weeks of
increasing drug pressure. Importantly, we were able to confirm our in vitro resistance models
in vivo, and the resistance phenotype observed was specific to dual PI3K/mTOR inhibition
given the lack of cross-resistance with other commonly used LMS drugs such as doxorubicin
or gemcitabine.

In our model, secondary resistance was associated with the expansion of a subpopulation
of cells with stem-like characteristics, including enhanced ALDH1AZ2 activity, a well-
characterized marker of stem cells and poor prognosis in several cancers (33-36). Importantly,
we were able to demonstrate the stem-cell-like nature of this subpopulation and its involvement
in resistance by several methods: (i) genomic profiling of parental and resistant tumors using
RNAseq paired with gene set-enrichment analysis which to identify up-regulation of several
stem cell genes such as ALDH1A2, NCAML1, KLF5, CXCR4 and SOX2; (ii) isolation of
ALDHbhigh cell subpopulations by using the fluorescent reagent (ALDEFLUOR®, Stem Cell
Technologies, Durham, USA); (iii) assessment of the ability of the ALDHHigh subpopulation

to form spherical colonies when grown under non-adherent conditions; (iv) assessment of the
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ability of ALDHbhigh cells to self-renew; and (v) assessment of the toxicity of dual PI3K/mTOR
inhibition on ALDHlow and ALDHhigh cells.

Previous studies suggested that such a stem-cell like population may be inherently resistant to
PI3BK/mTOR inhibition (37, 38). Interestingly, we found a similar expansion in ALDHhigh cells
in several cell lines derived from epithelial tumors after treatment with high doses of BEZ235,
whereas the use cytotoxic drugs in these cell lines had no impact, suggesting the specificity of
this mechanism of resistance.

Several studies have shown that epigenetic modifications, including those induced by polycomb
group (PcG) proteins, play a crucial role in CSC maintenance (39, 40). Indeed, epigenetic
modification by PcG proteins is critical for maintaining stem-cell-like characteristics in adult
stem cells and in embryonic stem cells (41). As a key protein in the PcG family, EZH2 is the
catalytic subunit of the multi-protein histone methyl transferase complex known as PRC2. The
core catalytic complex is composed of four different proteins: EZH2, EED, SUZ12, and
RBAP48. PRC2 catalyzes the mono-, di-, and trimethylation of H3K27 (42). The trimethylated
form of H3K27Me3 is associated with the repression of genes important for differentiation.
SWI/SNF is another multi-protein complex involved in chromatin remodeling. It antagonizes
PRC2 activity in regulating self-renewal and differentiation of cells (43). In stem or progenitor
cells, EZH2 activity is high and the expression of PRC2 target genes is therefore repressed.
When EZH2 activity is down-regulated, PRC2 target gene expression is increased through
augmented SWI/SNF activity, and cells can differentiate and become quiescent. Remarkably,
we have shown that EZH2 inhibition induced a significant decrease in ALDH activity in
resistant cells and was able restore the anti-tumor effect of BEZ235 in vitro and in vivo.
Importantly, we confirmed the clinical relevance of our findings by analyzing tumor samples
from three patients who showed secondary resistance after treatment with a PI3Ka inhibitor.
We found a significant increase in the level of H3K27Me3, the substrate of EZH2, in the
samples obtained at resistance in comparison with pretreatment samples as well as a significant
up-regulation of several stem cell genes.

Altogether, our results provide insights into the epigenetic resistance that may arise in human
tumors exposed to PI3BK/mTOR inhibition and consolidate the path toward novel treatment

options combining inhibitors of oncogenic signaling pathways and epigenetic modulators.
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Materials and Methods

Cell culture

Leiomyosarcoma cell lines were obtained and established as previously described (22). The
LMS cell lines 1B112 and 1B136 and the uterine LMS cell line 1B134 were cultured in RPMI
1640 medium, GlutaMAXTM Supplement (Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France)
supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS) and 0.2% Normocin (InvivoGen,
Toulouse, France) at 37°C in an environment containing 5% CO2. All other cell lines (DU145,
HCT116, MDA-MB-231, MDA-MB-453, SUM and SKBR3) were purchased from ATCC.
DU145 and HCT116 were cultured in RPMI 1640 medium. MDA-MB-231, MDA-MB-453,
SUM and SKBR3 cell lines were cultured in complete Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France). Cells were routinely passaged every 2 to 3 days.
The cell lines tested negative for mycoplasma contamination. To generate BEZ235-resistant
cell lines, parental cells were cultured with increasing concentrations of BEZ235 starting with
a concentration of 0.1 nM. Fresh drug was added every 72 hours. Resistant cells were
maintained as polyclonal populations under constant 50 nM BEZ235 selection. aCGH analysis
of both the parental and resistant cells confirmed that the cells were derived from the same

origin.

Reagents

BEZ235 (dual PISBK/mTOR inhibitor) was purchased from Selleck Chemicals (Houston, TX,
USA) and was prepared as a 2.1 mmol/L stock solution in DMSO and stored at -80°C.
EPZ011989, a selective EZH2 inhibitor, was synthesized and provided by Epizyme Inc.
(Cambridge, MA, USA). The chemotherapy drugs doxorubicin and gemcitabine were
purchased from Sigma Aldrich (St. Quentin Fallavier, France). Cultured cells were treated with
medium changes and fresh drug additions as indicated in the figure legends.

Cell viability assay

Cells were seeded in triplicate at 5000 cells/well into 96-well plates, cultured with fresh growth
medium for at least 24 hours and treated with a range of increasing concentrations of BEZ235
for 72 hours. For BEZ235 and EPZ011989 combination studies, cells were pretreated for one
week with a single dose of EZH2 inhibitor before seeding. Cell viability was assessed by MTT
(2-deoxyglucose (2-DG) and 3-4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

assay (Sigma-Aldrich, St. Quentin Fallavier, France). The absorbance at 570 nm was monitored
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using a Flexstation 3 Plate reader (Sunnyvale, CA, USA), using 630 nm as a reference. The half
maximal inhibitory concentration (1C50) was calculated with GraphPad Prism software version
5.00 for Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Each experiment was repeated at

least 3 times.

Determination of apoptosis

LMS cells were seeded in 6-well plates and treated for 72 hours with several drug
concentrations. After treatment, cells were washed once with phosphate-buffered saline (PBS)
and labeled with annexin-V-FITC and propidium iodide (PI) according to the manufacturer’s
protocol (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Then, apoptosis was determined by
fluorescence-activated cell-sorting (FACS Calibur flow cytometer, BD Biosciences, San Jose,
CA, USA) analysis of annexin-V-FITC and PI labelling. The percentage of cells in early
apoptosis (annexin-V-positive, Pl-negative) and in late apoptosis or necrosis (annexin-V- and
Pl-positive) was calculated using FlowJo version 7.6.3 for Windows (Tree Star Inc, Ashland,
OR, USA). The percentages of overall death (sum of early and late apoptosis) are represented

as the mean = SEM values based on 3 independent experiments.

Clinical samples

An ongoing trial is investigating the combination of imatinib plus a PI3Ka inhibitor (BYL719)
as third line treatment (NCT01735968). Some patients with PI3Ka-resistant GIST were
enrolled, and three pairs of primary and P13Ka inhibitor-resistant tumors from the same patients

were selected.

Sequencing

RNAseq was performed by GATC Biotech (Konstanz, Germany) using standard Illumina
(IMlumina Inc., San Diego, CA, USA) protocols using the HISeq2500 sequencing engine.
Quantity and purity of double-stranded cDNA were verified by GATC Biotech using an Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies Inc., Waldbronn, Germany). Sequencing libraries
were constructed from double-stranded cDNA samples according to the Illumina Genome
Analyzer 11 protocol (44), followed by direct cDNA sequencing in paired end mode with a read
length 2 x 125 bp. Then, 30 million read pairs were generated for each sample and FASTQ
sequence files were generated by CASAVA.

102



RESULTATS EXPERIMENTAUX Partie 2 - Résistance secondaire au ciblage de la voie PI3K/mTOR

NGS RNAseq sequence alignment and quality control pipeline

Raw RNAseq sequences were controlled for quality using a set of published tools to produce
curated reads. Firstly, reads with low quality bases at 5’ and 3° were trimmed using the Sickle
package (Phred cut off 20, max trim size 30 nc) (45). The SegPrep package was used to remove
sequencing adaptors from raw reads (46). This package also detected an important proportion
of RNA fragments whose R1 and R2 paired-end reads were overlapping and merged them into
single-end reads. To keep exploiting those fragment, a home-made python script was developed
that split those merged reads into new non-overlapping R1 and R2 paired-end reads. Curated
reads were aligned using TOPHAT?2 (aka BOWTIE2) on both the UCSC hgl9 reference
genome and transcriptome (47). Finally, we applied a post-alignment quality control of aligned
reads by removing reads with mapping scores lower than 20 using Samtools (48). PCR
duplicate reads were identified and removed wusing Picard MarkDuplicates
(https://broadinstitute.github.io). Read counts were performed using the Python module HTSeq
(49).

For clinical samples, only one sample per condition was sequenced which was not statistically
congruent with differential expression analysis. We avoided this problem by splitting FASTQ

files into three equivalent parts to obtain three subsamples per condition.

Differential analysis

Transcript count data were normalized according the VOOM method, which transforms raw
count values to log2-counts per million (logCPM), estimates the mean-variance relationship
and uses this relationship to compute appropriate observational-level weights (50). The
RNAseq differential gene expression between groups of samples was performed using the
statistical t-test from the R package LIMMA, which calculates fold changes and nominal p-
values related to each gene starting from raw expression values and the normalization weights
produced by VOOM (51). The set of nominal p-values from each test were adjusted according
to the Benjamini-Hochberg adjustment (52). We defined the significantly up- or down-
regulated transcripts using an FDR threshold of 0.05. The fold-change used to further filter the
differential gene expression was set to a minimum value of 2. The differential expression status

of all genes presenting significant variations is summarized in Tables S1, S2, S3 and S4.

Gene Set-Enrichment Analysis
MSigDB (53) and Ingenuity Pathway Analysis (IPA®, QIAGEN Redwood City) were used to

identify pathways or gene ontologies in which the genes of an identified group were enriched.
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With MSigDB, we used the C2 (canonical pathways) and C5 (biological processes) databases.
Oncogene and Tumor Suppressor Gene status (approximately 800 known genes) was assigned
according to the annotation in Cancer Gene Panel (54, 55). The functional annotation database

DAVID was used to annotate gene lists of interest (56).

Aldefluor assay

The Aldefluor Kit (Stem Cell Technologies, Durham, NC, USA) was used to detect stem cells
with high ALDH enzyme activity according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 5 x 105
cells were resuspended in the Aldefluor assay buffer containing the ALDH substrate. As a
negative control, an aliquot of Aldefluor-exposed cells was immediately quenched with
diethylaminobenzaldehyde (DEAB) which is a specific ALDH inhibitor. Following an
incubation of 30 min at 37°C, the cells were washed and sorted as ALDH+ or ALDH- cells
using a FACS Calibur flow cytometer (BD Biosciences). The SKBR3 cell line was used as

positive control.

Sphere-forming assay

For the sphere formation assay, a total of 1 000 FACS-sorted cells were suspended in a stem-
cell-permissive medium containing Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM-F12) with
N2 supplement (Invitrogen), 20 ng/mL EGF and 20 ng/mL basic fibroblast growth factor
(bFGF), plated in nonadherent 24-well plates and incubated at 37°C in a 5% CO2 humidified
incubator. After 15 days, spheres were counted and photographed under a light microscope
using a x20 objective. The self-renewal ability of cells dissociated from tumorspheres by

trypsin/EDTA and seeded in new nonadherent 24-well plates was evaluated after 15 days.

Animal studies

LMS cells (5 x 106 cells/100 pL) were injected subcutaneously into the right flank of Rag2C-
/- mice (n = 8). Only the 1B136 cell line was able to grow in mice. Once palpable, tumor
volumes were calculated using the following formula: length x width2 / 2. After tumors reached
approximately 100 mm3 in average size, animals were treated by oral gavage (100 pL).
BEZ235 and EPZ011989 were prepared by dissolving them in 1 volume of NMP (1-methyl-2-
pyrrolidone) and 9 volumes of PEG300 (Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France). To study
the effect of PIBK/mTOR pathway inhibition on LMS tumor growth, mice were randomly
assigned to receive 40 mg/kg of BEZ235 or vehicle (NMP/PEG300). To study the anti-tumor

effect of BEZ235 and EPZ011989 alone or in combination, mice were randomly pretreated with
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vehicle or 125 mg/kg of EPZ011989 BID for 2 weeks. Then, in the EPZ011989-pretreated
group, mice were randomly treated for 3 weeks with 40 mg/kg of BEZ235 or 125 mg/kg of
EPZ011989 BID. At the end of the experiments, mice were euthanized, and tumors were
excised. Tumor progression was analyzed with GraphPad Prism software, and Kaplan-Meier
curve analysis was used to compare individual tumor doubling rates. Log-rank (Mantel-Cox)
tests were used to compare Kaplan-Meier curves using GraphPad Prism; p-values of 0.05 and

below were considered significant.

Immunohistochemistry

Immunohistochemical methods were described previously (22). Sections of tumor samples and
LMS cell line pellets were incubated with either anti-Ki-67 (Ventana 790-4286; 1:100), anti-p-
S6RPser240/244 (CST 5364; 1:100), anti-H3K27Me3 (CST 9733S; 1:100) or anti-SOX2
(Ventana 760-4621; 1:100). To confirm a negative labeling in tissues, we used endothelial cells
as a positive control. Tissue imaging was conducted with an Olympus CKX41 (x100) using
image capture cellSens Entry software version 1.14 for Windows (Olympus, Rungis, France).
A pathologist estimated the immunoreactivity signal corresponding to the target expression

level based on the percentage of positively stained cells.

Statistics

The data were presented as the mean + SEM. Differences in mean values between two groups
were analyzed by two-tailed Student’s t-tests. Differences in three or more than three groups
were analyzed by one-way or two-way ANOVA, followed by the post hoc Tukey’s honest
significant difference test. A p < 0.05 was required for results to be considered statistically

significant.

Study approval

The study protocols were approved by the Direction for Clinical Research of the Bergonié
Institute of Bordeaux and the methods were carried out in accordance with the approved
guidelines and with written informed consent from all patients. All animal experiments under
project license APAFIS 8414 were performed with the approval of the institutional animal use

and care committee.
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Fig. 1. Antitumor effect of BEZ235 in parental and resistant leiomyosarcoma (LMS) cell lines and
in 1B136 and resIB136-derived xenografts in Ragy2C-/- mice. (A) Growth curves indicating growth
inhibition of the three parental (1B112, 1B134 and IB136) and resistant (resiB112, resiB134 and
resiB136) LMS cell lines after BEZ235 treatment for 72 hours. ICs is indicated in uM. (B) Percentage
of apoptotic cells after BEZ235 treatment for 72 hours. Data are presented as the mean = SEM of three
independent experiments. *, resistant p < 0.05 vs. parental; **, resistant p < 0.01 vs. parental; ***,
resistant p < 0.001 vs. parental (two-way ANOVA). (C) Tumor volume progression curves over 3 weeks
of BEZ235 treatment. Mice were randomly assigned to receive 40 mg/kg of BEZ235 or vehicle. The
data points represent an average from 8 mice (bars, SEM). *p < 0.05; ***p < 0.001, two-way ANOVA.
(D) Immunohistochemical staining images of tumor samples treated with anti-pS6RP¢249244 and anti-
Ki-67 antibodies (objective magnification, x10). Percentages correspond to positively stained cells
estimated by a pathologist.
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Fig. 2. Immunohistochemical staining for SOX2. Immunohistochemical staining images of parental
and resistant 1B136 tumor samples treated with anti-Sox2 antibody (objective magnification, x10).
Percentages correspond to positively stained cells estimated by a pathologist. Endothelial cells (positive
control) are indicated by black arrows.
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Fig. 3 Measurement of ALDH activity and its role in tumorigenicity and chemoresistance. (A)
Percentage of parental and resistant cells with ALDH activity as determined by flow cytometry. The
SKBR3 cell line represents a positive control in the Aldefluor assay. Data are presented as the mean +
SEM of three independent experiments. *, resistant p < 0.05 vs. parental; **, resistant p < 0.01 vs.
parental (two-tailed Student’s t-tests). (B) Percentage of viable ALDH"" and ALDH"" FACS-sorted
BEZ235-resistant cells after 72 hours of 0.3 pM of BEZ235 treatment. The results represent the mean +
SEM. **p < 0.01; ***p < 0.001, one-way ANOVA. (C) Plots (min and max) represent the number of
tumorspheres formed after 15 days without or with 0.3 uM of BEZ235 in ALDH"" and ALDH'""
subpopulation. The results represent the mean + SEM. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001, one-way
ANOVA. (D) Plots (min and max) represent the number of tumorspheres formed after 15 days by cells
dissociated from tumorspheres. The results represent the mean = SEM. *p < 0.05; **p < 0.01, one-way
ANOVA.
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Fig. 4. Immunohistochemical staining for H3K27Me3. Immunohistochemical staining images of
three pairs of primary and PI3Ka inhibitor-resistant sarcoma tumor samples treated with anti-
H3K27Me3 antibody (objective magnification, x10). Percentages correspond to positively stained cells
estimated by a pathologist. Endothelial cells (positive control) are indicated by black arrows.
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Fig. 5. Effect of EPZ011989 pretreatment on BEZ235 sensitivity and on the CSC-like
subpopulation in resistant leiomyosarcoma cell lines. (A) Growth curves indicating growth inhibition
of the three resistant (resiB112, resIB134 and resIB136) LMS cell lines after BEZ235 treatment for 72
hours. Resistant + EPZ011989 correspond to cells which were pretreated for one week with 10 uM of
EPZ011989. ICs is indicated in uM. (B) Percentage of cells with ALDH activity, as determined by flow
cytometry on resistant cell lines exposed to 10 uM of EPZ011989 for one week. Data are presented as
the mean + SEM of three independent experiments. **p < 0.01, two-tailed Student’s t-tests. (C)
Immunohistochemical staining images of BEZ235-resistant LMS cell line pellets treated with anti-
H3K27Me3 antibody (objective magnification, 10x). Percentage corresponds to positively stained cells
estimated by a pathologist.
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Fig. 6. Effect of BEZ235 and EPZ011989 alone and in combination on resIiB136-derived
xenografts in Ragy2C-/- mice. (A) Tumor volume progression curves during 5 weeks of treatment.
Mice were randomly pretreated with vehicle or 125 mg/kg of EPZ011989 BID for 2 weeks. Then, in the
EPZ011989-pretreated group, mice were randomly treated for 3 weeks with 40 mg/kg of BEZ235 or
125 mg/kg of EPZ011989 BID. The data points represent an average from 8 mice (bars, SEM). *p <
0.05, two-way ANOVA. (B) Kaplan-Meier curves for tumor doubling times. (C) Immunohistochemical
staining images of tumor samples treated with anti-Ki-67, anti-pS6RP®r240/244  anti-SOX2 and anti-
H3K27Me3 antibodies (objective magnification, x10). Percentage correspond to positively stained cells
estimated by a pathologist. Endothelial cells (positive control) are indicated by black arrows.
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Symbol |Localization Gene ID p-value |Fold-change
NCAM1 chril neural cell adhesion molecule 1 1.1E-05 372.15
SFRP2 chrd secreted frizzled-related protein 2 1.6E-03 36.63
BMP7 chr20 bone morphogenetic protein 7 4.9E-04 22.91
SPRY1 chr4 sprouty homolog 1, antagonist of FGF signaling 4.6E-03 16.04
BMPR1B chr4 bone morphogenetic protein receptor, type IB 3.5E-03 10.74
ALDH1A2 chrls aldehyde dehydrogenase 1 family, member A2 1.9E-03 10.40
KLF5 chrl3 KrDOWNpel-like factor 5 (intestinal) 1.1E-03 6.73
CXCR4 chr20 chemokine (C-X-C motif) receptor 4 4.9E-03 6.43
DHRS3 chrl dehydrogenase/reductase (SDR family) member 3 4.9E-03 5.65
AXIN2 chr17 axin 2 4.2E-03 2.70
SOX2 chr3 SRY (sex determining region Y)-box 2 2.4E-03 2.50

Table 1. Enrichment of cancer stem cell-like genes in resiB136 xenografts (with fold-changes
and p-values)
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Symbol |Localization Gene ID p-value |Fold-change
POU5F1 chr6 POU class 5 homeobox 1 6.3E-11 38.75
SOX9 chrl? SRY (sex determining region Y)-box 9 1.6E-06 15.10
CRISPLD1 chr8 cysteine-rich secretory protein LCCL domain containing1 | 7.3E-07 13.52
CD200 chr3 CD200 molecule 3.4E-06 8.07
ANGPT1 chr8 angiopoietin 1 8.7E-06 5.37
BDNF chrll brain-derived neurotrophic factor 1.3E-05 4.85
ARX chrx aristaless related homeobox 5.1E-03 4.35
SPP1 chrd secreted phosphoprotein 1 3.9E-08 4.24

Table 2. Enrichment of cancer stem cell-like genes in clinical sample (with fold-change and p-
values)
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Fig. S1. Effect of doxorubicin and gemcitabine on cell growth in parental and resistant
leiomyosarcoma (LMS) cell lines. Growth curves indicating growth inhibition of the three parental
(1B112, IB134 and 1B136) and resistant (reslB112, resiB134 and resiB136) LMS cell lines after
doxorubicin (A) or gemcitabine (B) treatment for 72 hours. ICsq is indicated in uM. Data are presented
as the mean + SEM of three independent experiments.
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Fig. S2. Measurement of ALDH activity in cell lines derived from epithelial tumors. Percentage of
cells with ALDH activity as determined by flow cytometry after 1uM of BEZ235 treatment for 72 hours
on prostate cancer DU145 cells (A), on HCT116 human colon cancer cells (B) and on MDA-MB-231,
MDA-MB-453 and SUM breast cancer cell lines (C). Data are presented as the mean £ SEM of three
independent experiments. *, BEZ235 p < 0.05 vs. control; ***, BEZ235 p < 0.001 vs. control (two-
tailed Student’s t-tests).

121



RESULTATS EXPERIMENTAUX

Partie 2 - Résistance secondaire au ciblage de la voie PI3K/mTOR

Symbol Localiz ation Gene ID p-value [Fold-change
NCAM1 chril neural cell adhesion molecule 1 2,4E-07 372,15
TMEMO8 chrl7 transmembrane protein 98 8,8E-14 212,53
EPB41L3 chri8 erythrocyte membrane protein band 4.1-like 3 5,9E-04 176,59
MYO1D chr17 myosin ID 2,9E-06 136,54
KCNS3 chr2 potassium voltage-gated channel, delayed-rectifier, subfamily S, member 3 1,1E-06 84,74
ADCY1 chr7 adenylate cyclase 1 (brain) 8,7E-06 78,46
RSPO3 chré R-spondin 3 3,9E-06 76,38
VAT1L chrlé vesicle amine transport 1-like 8,8E-06 75,31
SAMD5S chré sterile alpha motif domain containing 5 6,6E-06 66,61
GUCY1B3 chrd guanylate cyclase 1, soluble, beta 3 1,5E-07 59,77
GUCY1A3 chr4 guanylate cyclase 1, soluble, alpha 3 9,6E-09 59,09
TMPRSS15 chr21 transmembrane protease, serine 15 6,6E-06 53,95
RAMP3 chr7 receptor (G protein-coDOWNIed) activity modifying protein 3 2,7E-13 45,39
NKD2 chr5 naked cuticle homolog 2 (Drosophila) 2,6E-03 39,45
LAMA2 chré laminin, alpha 2 1,7E-07 38,86
SFRP2 chr4 secreted frizzled-related protein 2 8,9E-05 36,63
PENK chr8 proenkephalin 3,0E-05 31,61
ANK3 chr10 ankyrin 3, node of Ranvier (ankyrin G) 1,5E-07 29,47
FMOD chrl fibromodulin 3,5E-05 28,52
TDO2 chr4 tryptophan 2,3-dioxygenase 1,6E-04 27,08
LRRC38 chrl leucine rich repeat containing 38 1,2E-13 26,18
SLC38A4 chri2 solute carrier family 38, member 4 2,5E-04 25,08
CXCL14 chr5 chemokine (C-X-C motif) ligand 14 7,7E-04 24,57
CXorf57 chrX chromosome X open reading frame 57 6,8E-06 24,00
BMP7 chr20 bone morphogenetic protein 7 2,0E-05 22,91
KCNK1 chrl potassium channel, subfamily K, member 1 3,4E-04 22,34
PTPN13 chr4 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 13 (APO-1/CD95 (Fas)-associated phosphatas 2,3E-06 21,57
APCDD1 chri8 adenomatosis polyposis coli UP-regulated 1 1,2E-04 21,43
ACTG2 chr2 actin, gamma 2, smooth muscle, enteric 5,5E-04 21,12
EGFL6 chrX EGF-like-domain, multiple 6 1,9E-03 20,74

[..]
UNC5C chr4 unc-5 homolog C (C. elegans) 1,4E-03 2,07
EYA2 chr20 eyes absent homolog 2 (Drosophila) 5,7E-12 2,07
KRT2 chri2 keratin 2 5,4E-12 2,07
OLFML2B chrl olfactomedin-like 2B 7,2E-03 2,07
DACT1 chri4 dishevelled-binding antagonist of beta-catenin 1 1,0E-02 2,06
TLR8 chrX toll-like receptor 8 8,5E-06 2,06
SEMA3E chr7 sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic domain, secreted, (semaphorin) 3E 1,0E-02 2,06
ZNF597 chrlé zinc finger protein 597 6,3E-03 2,06
CTSO chrd cathepsin O 6,4E-04 2,06
ADAMTS18 chrlé ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 18 9,8E-04 2,06
GPR153 chrl G protein-coDOWNIed receptor 153 4,5E-04 2,06
MASP1 chr3 mannan-hinding lectin serine peptidase 1 (C4/C2 activating component of Ra-reactive factor) 6,6E-03 2,05
PSTPIP2 chri8 proline-serine-threonine phosphatase interacting protein 2 9,6E-05 2,05
3 chr5 complement component 6 1,7E-10 2,05
VSTM2L chr20 V-set and transmembrane domain containing 2 like 1,1E-02 2,04
PREX1 chr20 phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate-dependent Rac exchange factor 1 1,2E-03 2,04
ISLR2 chr15 immunoglobulin sSDOWNerfamily containing leucine-rich repeat 2 8,0E-06 2,04
ARHGEF25 chri2 Rho guanine nucleotide exchange factor (GEF) 25 8,4E-09 2,04
MURC chr9 muscle-related coiled-coil protein 6,4E-04 2,03
SORBS1 chr10 sorbin and SH3 domain containing 1 1,3E-03 2,03
MYLIP chré myosin regulatory light chain interacting protein 1,7E-06 2,03
MMP7 chril matrix metallopeptidase 7 (matrilysin, uterine) 2,5E-11 2,03
NLRP11 chr19 NLR family, pyrin domain containing 11 2,3E-04 2,02
STARD10 chril StAR-related lipid transfer (START) domain containing 10 6,8E-03 2,02
MRC2 chri7 mannaose receptor, C type 2 2,9E-03 2,01
SCNN1D chrl sodium channel, non-voltage-gated 1, delta subunit 3,2E-05 2,01
SLC15A2 chr3 solute carrier family 15 (oligopeptide transporter), member 2 3,7E-03 2,01
DTNA chrig8 dystrobrevin, alpha 1,3E-06 2,01
MRAP2 chré melanocortin 2 receptor accessory protein 2 1,6E-03 2,01
MANBA chrd mannosidase, beta A, lysosomal 2,9E-04 2,00

Table S1. List of up-regulated genes in resIB136 xenografts (with fold-change and p-values).
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Symbol Localiz ation Gene ID p-value |Fold-change
ERO1LB chrl ERO1-like beta (5. cerevisiae) 4,6E-03 -2,00
UBXN7 chr3 UBX domain protein 7 9,3E-04 -2,00
ANKRD29 chrlg ankyrin repeat domain 29 1,3E-03 -2,00
RAB41 chrx RAB41, member RAS oncogene family 5,1E-03 -2,01
MAP3KS chrio mitogen-activated protein kinase kinase kinase 8 2,2E-03 -2,01
Cdorfé chrd chromosome 4 open reading frame 6 1,1E-11 -2,01
DAZL chr3 deleted in azoospermia-like 2,3E-03 -2,02
Cl6orf46 chrlé chromosome 16 open reading frame 46 1,1E-03 -2,02
CDHR3 chr7 cadherin-related family member 3 1,6E-03 -2,03
ZNF308 chrl9 zine finger protein 808 1,6E-05 -2,03
SCN2A chr2 sodium channel, voltage-gated, type |1, alpha subunit 5,9E-03 -2,04
SLC35G1 chrl0 solute carrier family 35, member G1 4,5E-04 -2,04
ABCC2 chrl0 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 2 1,4E-03 -2,04
P2RY6 chril pyrimidinergic receptor P2Y, G-protein coDOWNIed, 6 7,8E-03 -2,05
NQOS1AP chri nitric oxide synthase 1 (neuranzl) adaptor protein 1,4E-03 -2,05
SDOWNTZ20HL1 |chrX sDOWN pressor of Ty 20 homolog (5. cerevisiae)-like 1 4 5E-07 -2,05
SEMA3D chr7 sema domain, immunoglobulin domain (Ig), short basic domain, secreted, (semaphorin) 3D 2,5E-04 -2,06
CHRNAS chrls cholinergic receptor, nicotinic, alpha 5 (neuronal) 3,4E-04 -2,06
TFPI2 chr7 tissue factor pathway inhibitor 2 1,6E-03 -2,06
MYTIL chr2 myelin transcription factor 1-like 1,9E-05 -2,06
UBASH3B chril ubiguitin associated and SH3 domain containing B 2,2E-03 -2,06
GTSF1 chr12 gametocyte specific factor 1 1,6E-11 -2,06
AQP11 chril aquaporin 11 1,0E-02 -2,07
NOD?2 chri6 nucleotide-binding oligomerization domain containing 2 1,9E-03 -2,07
TCL1A chri4 T-cell leukemia/lymphoma 1A 2,2E-11 -2,07
CRYBB2 chr22 crystallin, beta B2 8,2E-04 -2,07
Cllorf65 chril chromosome 11 open reading frame 65 7,4E-04 -2,07
AOX1 chr2 aldehyde oxidase 1 1,4E-05 -2,07
CDXx1 chr5 caudal type homeobox 1 4,2E-03 -2,08
GPR4 chr19 G praotein-coDOWNled receptor 4 7,0E-03 -2,09

[..]
DUOX2 chrls dual oxidase 2 1,2E-03 -10,63
ANXA10 chrd annexin A10 8,0E-03 -10,95
NXF3 chrX nuclear RNA export factor 3 9,5E-04 -10,95
LOC100506422 |chr9 putative deoxyuridine 5'-triphasphate nucleotidohydrolase-like protein FLJ16323 4,9E-06 -11,75
SBSN chr19 sDOWNrabasin 6,5E-04 -11,91
STC1 chrg stanniocalcin 1 6,0E-03 -11,95
LPAR3 chrl lysophosphatidic acid receptor 3 6,1E-05 -12,04
GABBR2 chr9 gamma-aminobutyric acid (GABA) B receptor, 2 5,8E-04 -12,06
PAGEZB chrX P antigen family, member 28 8,3E-03 -12,36
SPATA31D1 chr9 SPATA31 subfamily D, member 1 5,0E-08 -12,41
EREG chra epiregulin 2,6E-07 -12,45
EDA2R chrx ectodysplasin A2 receptor 7,8E-12 -12,74
AUTS2 chr7 autism susceptibility candidate 2 5,5E-08 -14,42
DOCKS8 chr9 dedicator of cytokinesis 8 1,6E-06 -14,78
DAPK1 chr9 death-associated protein kinase 1 2,1E-07 -16,39
COL4AB chrX collagen, type IV, alpha 6 1,7E-04 -17,61
ZNF518B chra zine finger protein 5188 3,1E-05 -18,52
STEAP4 chr7 STEAP family member 4 1,8E-03 -19,06
CERS4 chrl9 ceramide synthase 4 1,6E-05 -19,67
MEKX chr10 mohawk homeobox 1,8e-03 -20,12
TBX21 chrl? T-box 21 9,5E-05 -20,83
GRIK2 chré glutamate receptor, ionotropic, kainate 2 5,2E-08 -22,40
TMEM233 chr12 transmembrane protein 233 1,6E-05 -23,97
CNTNAP3 chr9 contactin associated protein-like 3 4,8E-06 -26,32
GPR133 chri2 G protein-coDOWN Iled receptor 133 4,8E-05 -27,73
WIF1 chri2 WNT inhibitory factor 1 9,8E-03 -31,07
KLHL4 chrX kelch-like family member 4 4,9E-06 -32,82
KYNU chr2 kynureninase 1,2E-05 -38,00
CXCL6 chrd chemokine (C-X-C motif) ligand 6 9,5E-13 -38,51
ZNF385D chr3 zine finger protein 385D 1,7E-06 -53,29

Table S2. List of down-regulated genes in resiB136 xenografts (with fold-change and p-values).
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Symbol Localiz ation Gene ID p-value Fold-change
STC2 chr5 stanniocalcin 2 3,8E-11 810,00
LUm chri2 lumican 1,1E-16 235,46
EFCC1 chr3 EF-hand and coiled-coil domain containing 1 3,8E-11 199,66
DCN chri2 decorin 5,2E-11 97,60
TMEM100 chr17 transmembrane protein 100 9,1E-11 85,59
TIN chr2 titin 7,5E-11 46,25
TNFRSF11B chr8 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11b 3,8E-09 41,69
ADAMTSL1 chrg ADAMTS-like 1 2,9E-09 34,07
TMEM2 chr9 transmembrane protein 2 9,0E-12 30,05
IGDCC3 chri1s immunoglobulin superfamily, DCC subclass, member 3 7,8E-11 26,81
LY&H chr8 lymphocyte antigen 6 complex, locus H 2,8E-11 25,62
PROM1 chrd prominin 1 6,7E-10 21,04
ENO3 chr17 enolase 3 (beta, muscle) 1,1E-12 17,42
F2R chr5 coagulation factor Il {thrombin) receptor 1,2E-09 16,23
SPON2 chrd spondin 2, extracellular matrix protein 1,4E-09 14,70
TRIB3 chr20 tribbles pseudokinase 3 9,1E-08 14,33
SIPALL2 chrl signal-induced proliferation-associated 1 like 2 1,0E-08 14,32
MMP2 chrlg matrix metallopeptidase 2 (gelatinase A, 72kDa gelatinase, 72kDa type IVed  1,8E-10 14,10
TSHZ2 chr20 teashirt zinc finger homeobox 2 6,9E-09 12,71
LRRC32 chril leucine rich repeat containing 32 8,9E-10 12,18
COL14A1 chr8 collagen, type XIV, alpha 1 5,9E-08 12,09
NLRP1 chr17 NLR family, pyrin domain containing 1 3,0E-10 11,85
50053 chr17 suppressor of cytokine signaling 3 1,1E-08 11,38
TBX2 chr17 T-box 2 9,0E-09 11,13
PIN4 chrX protein (peptidylprolyl cis/trans isomerase) NIMA-interacting, 4 (parvulin) 1,5E-08 10,99
OGT chrX O-linked N-acetylglucosamine (GlcNAc) transferase 6,3E-15 10,72
PYGM chri1l phosphorylase, glycogen, muscle 1,8E-09 10,62
1G) chrd immunoglobulin ] polypeptide, linker protein for immunoglobulin alpha and 2,9E-10 9,98
TMTC4 chri3 transmembrane and tetratrico peptide repeat containing 4 2,3E-08 9,47
RHOU chrl ras homolog family member U 3,6E-10 9,35

[.]
KIF20A chrs kinesin family member 20A 1,9E-06 5,00
FZD8 chr10 frizzled family receptor 8 2,9E-08 5,00
IL1R1 chr2 interleukin 1 receptor, type | 1,7E-10 4,98
THNL4AA chrig thioredoxin-like 4A 5,7E-07 4,98
CISH chr3 cytokine inducible SH2-containing protein 3,0E-10 4,95
SEMA3A chr7 sema domain, immunoglobulin domain (lg), short basic domain, secreted, (s|  3,3E-08 4,92
NONO chrX non-POU domain containing, octamer-binding 3,7E-14 4,87
PIPSK1B chrg phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, type |, beta 4,1E-09 4,87
UBE2S chr19 ubiquitin-conjugating enzyme E25 1,3E-07 4,86
NAP1L2 chrX nucleosome assembly protein 1-like 2 4,0E-07 4,81
HPCAL1 chr2 hippocalcin-like 1 1,1E-06 4,72
FAM101B chr17 family with sequence similarity 101, member B 1,4E-08 4,71
MDFI chré MyoD family inhibitor 7,3E-09 4,69
FIP1L1 chrd factor interacting with PAPOLA and CPSF1 1,7E-08 4,65
MFAP4 chr17 microfibrillar-associated protein 4 1,9E-09 4,58
PTTG1 chr5 pituitary tumor-transforming 1 6,9E-08 4,50
PPAP2B chrl phosphatidic acid phosphatase type 2B 2,9E-08 4,44
JUP chr17 junction plakoglobin 1,3E-09 4,42
FBLIM1 chrl filamin binding LIM protein 1 2,6E-07 4,41
1QGAP2 chr5 1Q motif containing GTPase activating protein 2 6,0E-10 4,41
CAMK2N1 chrl calcium/calmodulin-de pendent protein kinase Il inhibitor 1 7,3E-08 4,40
ATXN1 chré ataxin 1 2,1E-07 4,40
ITGA4 chr2 integrin, alpha 4 (antigen CD49D, alpha 4 subunit of VLA-4 receptor) 1,4E-08 4,37
SH3RF3 chr2 5H3 domain containing ring finger 3 5,5E-09 4,26
KBTBD11 chrg kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 11 4,0E-08 4,25
TCF21 chrb transcription factor 21 3,1E-09 4,20
GYPC chr2 glycophorin C (Gerbich blood group) 1,8E-09 4,19
500Cs2 chr12 suppressor of cytokine signaling 2 3,1E-09 4,19
ANGPTL1 chrl angiopoietin-like 1 8,5E-09 4,05
TOPZA chr17 topoisomerase (DNA) Il alpha 170kDa 6,3E-10 4,01

Table S3. List of up-regulated genes in clinical sample (with fold-change and p-values).
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ARHGAP20 chril Rho GTPase activating protein 20 11E-07 -4,01
PER1 chr17 period circadian clock 1 14E-07 -4,02
CHN2 chr7 chimerin 2 2AE-12 -4,15
UCP2 chri1 uncoupling protein 2 (mitochondrial, proton carrier) 3,8E-08 -4,20
CCDCe chri0 coiled-coil domain containing 6 1,1E-08 -4,21
FRAS1 chrd Fraser syndrome 1 45E-14 -4,21
ARHGAP33 chr19 Rho GTPase activating protein 33 8,6E-09 -4,22
GPD1L chr3 glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1-like 5,0E-10 -4,22
CLIP3 chr19 CAP-GLY domain containing linker protein 3 7,0E-08 -4,22
PTPRF chri protein tyrosine phosphatase, receptor type, F 2 6E-07 -4,23
PLXNA2 chri plexin A2 64E-11 -4,24
SCG5 chr15 secretograninV (7B2 protein) 7,2E-08 -4,30
50D3 chrd superoxide dismutase 3, extracellular 3,6E-10 -4,32
ATP2B4 chrl ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 4 6,5E-10 -4,32
MAGI3 chrl membrane associated guanylate kinase, WW and PDZ domain containing 3 1AE-07 -4,38
DDX26B chrX DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His) box polypeptide 26B 21E-07 -4,38
HAS3 chri6 hyaluronan synthase 3 3,6E-11 -4,41
HADH chrd hydroxyacyl-CoA dehydrogenase 5,5E-08 -4,44
NCALD chr8 neurocalcin delta 4,8E-08 -4,47
NISCH chr3 nischarin 9,6E-10 -4,47
FNIP2 chrd folliculin interacting protein 2 3,8E-06 -4,57
SAMD11 chrl sterile alpha motif domain containing 11 6,3E-09 -4,58
SETD7 chrd SET domain containing (lysine methyltransferase) 7 1,7E-09 -4,64
SCD chri0 stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase) 7.2E-09 -4,75
SLIT3 chr5 slit homolog 3 (Drosophila) 35E-08 -4,76
FBEXO41 chr2 F-box protein 41 9,0E-08 -4,80
PRRT2 chri6 proline-rich transmembrane protein 2 8,8E-10 -4,94
CRMP1 chrd collapsin response mediator protein 1 1,6E-07 -4,95
ATP9A chr20 ATPase, class I, type 9A AAE-10 -4,95
SULF2 chr20 sulfatase 2 7,5E-08 -4,96

[..]
PBX3 chr9 pre-B-cell leukemia homeobox 3 2,6E-09 -8,20
CD44 chri1 CD44 molecule (Indian blood group) 1,0E-10 -8,30
CFI chrd complement factor | 1,6E-08 -8,46
ENPP4 chré ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 4 (putative) 2, 6E-09 -8,63
MID1 chrX midline 1 (Opitz/BBB syndrome) 1,2E-12 -8,77
SOGA2 chrig8 SOGA family member 2 4,1E-09 -9,23
CLU chr8 clusterin 7,7E-15 -9,35
ABHD2 chri5 abhydrolase domain containing 2 2,9E-10 -9,52
FILIP1 chré filamin Ainteracting protein 1 2,7E-10 -9,85
DOPEY2 chr21 dopey family member 2 22E-12 -9,90
PDESA chrd phosphodiesterase 54, cGMP-specific 1,9E-11 -10,13
CSRP2 chri2 cysteine and glycine-rich protein 2 9,1E-11 -10,35
REM1 chr20 RAS (RAD and GEM}-like GTP-binding 1 51E-11 -10,39
EFEMP1 chr2 EGF containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 1,9E-09 -10,42
PDE3B chri1 phosphodiesterase 3B, cGMP-inhibited 4,2E-08 -10,55
KIAA1244 chré KIAA1244 3,6E-09 -10,66
SYTL2 chri1 synaptotagmin-like 2 45E-15 -11,15
BMP2K chrd BMP2 inducible kinase 1,2E-12 -11,36
ATP2A3 chr17 ATPase, Ca++ transporting, ubiguitous 6,0E-09 -12,05
AFMID chr17 aryformamidase 1,1E-08 -12,20
TFAPZA chré transcription factor AP-2 alpha (activating enhancer binding protein 2 alpha 1,2E-08 -12,48
LPHN1 chr19 latrophilin 1 1,9E-09 -14,74
MICALL2 chr7 MICAL-like 2 5,7E-09 -14,92
DOCK9 chr13 dedicator of cytokinesis 9 2,3E-14 -15,27
ALDH1A3 chris aldehyde dehydrogenase 1 family, member A3 41E-12 -15,69
FGL2 chr7 fibrinogen-like 2 8,5E-10 -17,30
PRELP chri proline/arginine-rich end leucine-rich repeat protein 54E-09 -17,42
VCAN chrs versican 6,4E-12 -17,65
ANK2 chrd ankyrin 2, neuronal 3,8E-09 -21,66
TYRP1 chr9 tyrosinase-related protein 1 3,5E-14 -304,36

Table S4. List of down-regulated genes in clinical sample (with fold-change and p-values).
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Les travaux de Hernando ont montré que la voie de signalisation PI3K/mTOR joue un
role majeur dans la biologie des Iéiomyosarcomes (Hernando et al., 2007). En effet, des souris
dont le gene PTEN a été inactivé par mutagenese dirigée dans des cellules du muscle lisse ont
développé des Iéiomyosarcomes tres rapidement et avec une incidence élevée (> 80 %). Nos
résultats confirment I’importance de cette voie de signalisation dans la prolifération et la survie
des cellules de LMS. L’analyse d’échantillons tumoraux humains a permis par ailleurs de
montrer que I’activation de la voie PI3K/mTOR est par ailleurs fréquente dans les LMS et
associée a un impact pronostique (Setsu et al., 2012). Les différents inhibiteurs de la voie
PI3K/mTOR que nous avons utilisé au cours de ce travail ont montré une activité antitumorale
in vitro et in vivo. Les agents tels que le BEZ235 qui inhibent la voie en amont et en aval d’AKT
n’entrainent pas de levée de la boucle de rétrocontréle négatif mTORC1-S6K-IRS1
classiqguement observée avec les inhibiteurs de mTOR tels que 1’évérolimus et qui explique leur
activité clinique limitée (Keniry and Parsons, 2011). Ainsi, alors que le BEZ235 induit
I’apoptose cellulaire dans les différents modeles que nous avons analysés, 1’évérolimus n’a
aucun effet. L’activité antitumorale du BEZ235 que 1’on a observée en comparaison de celle
du BKM120 (inhibiteur spécifique de la kinase PI13K) était par ailleurs attendue dans la mesure
ou les inhibiteurs doubles cibles ont été développés pour étre plus actifs en particulier dans les
tumeurs comme les Iéiomyosarcomes qui présentent des altérations de la voie de signalisation
en aval de PI3K et en amont de mTOR telles que les pertes de PTEN (Dienstmann et al., 2014)
mais aussi dans les tumeurs avec une mutation activatrice de PI3KCA (Elkabets et al., 2013).

Plusieurs inhibiteurs ciblant simultanément les kinases PI3K et mTOR (GSK2126458,
GDC-0980, BEZ235, PF-04691502) ont été ou sont en cours de développement dans divers
types tumoraux. Des réponses thérapeutiques prolongées ont été observées y compris chez des
patients dont la maladie avait progressé precédemment sous inhibiteurs de mTOR (Dolly et al.,
2016). Toutefois, la majorité des patients ne répondent pas aux traitements (résistance primaire)

ou voient leur maladie évoluer aprés une réponse thérapeutique initiale (résistance secondaire).

Résistance primaire aux inhibiteurs double cible de la voie PI3K/mTOR

Il a été établi que la voie PI3K/mTOR est capable d’interagir avec d’autres voies de
signalisation en particulier la voie RAS/MAPK qui est fortement impliquée dans la prolifération
cellulaire. En effet, I’activation constitutive de la voie RAS/MAPK suite & une mutation de la
protéine RAS est corrélée a une inactivation de la voie PI3BK/mTOR (Hayashi et al., 2008). De
méme la phosphorylation de RAF par AKT inhibe la voie RAS/MAPK (Zimmermann and

127



DISCUSSION GENERALE & PERSPECTIVES

Moelling, 1999). L’ensemble de ces résultats montre que ’activation de la voie PI3K/mTOR
engendre I’inactivation de la voie RAS/MAPK et inversement. Au cours de notre travail, nous
avons constaté que 1’inhibition de la voie PI3K/mTOR par le BEZ235 induit dans les lignées
cellulaires de LMS une activation compensatrice de la voie RAS/MAPK qui représenterait donc
un mécanisme potentiel de résistance primaire. De nombreuses études ont montré un effet
bénéfique de I’inhibition simultanée des deux voies de signalisation impliquées dans la
prolifération et la survie cellulaire. Nous avons ainsi observé un effet synergique de la
combinaison du BEZ235 avec un inhibiteur de MEK (GSK1120212) in vitro et in vivo. Des
résultats similaires ont été rapportés dans les ostéosarcomes (Zhu et al., 2015b), les cancer de
la thyroide (EIMokh et al., 2017), du cerveau (Wu et al., 2017b), du sein (Saini et al., 2013) ou
encore du cblon (Temraz et al., 2015). L’association d’inhibiteur double cible PI3K et mMTOR
avec un inhibiteur de la voie RAS/MAPK pourrait toutefois poser des problemes de tolérance
clinique dont il faudra tenir compte (Shimizu et al., 2012). Par ailleurs, des travaux
préliminaires seront nécessaires pour identifier, parmi les patients atteints de LMS, ceux qui
sont les plus susceptibles de bénéficier d’une telle stratégie. Nous n’avons en effet pas étudié
la fréquence de ’activation de ces voies de signalisation dans des échantillons humains de
Iéiomyosarcomes. Cependant, nous posons I’hypothése qu’une inhibition double cible de PI13K
et mTOR avec un inhibiteur de la voie RAS/MAPK serait plus pertinente dans les cas exprimant
en immunohistochimie p-AKT et p-S6RP comme le suggérent des travaux précliniques récents

menés dans les LMS utérins (Cuppens et al., 2017).

MTORC?2, quels rdles dans la cellule tumorale ?

Au-dela de 1a mise en évidence d’une activation paradoxale de la voie RAS/MAPK lors
de I’inhibition simultanée des kinases PI3K et mTOR et de son impact thérapeutique potentiel,
nous avons cherché a mettre en évidence les mécanismes moléculaires sous-jacents. De fagon
surprenante, ni I’inhibition de mTOR par I’évérolimus, ni I’inhibition de la protéine PI3K par
le BKM-120 ne produit une activation compensatrice de la voie RAS/MAPK. Plus intéressant
encore, une combinaison des composés BKM-120 et évérolimus induit une activation de la voie
similaire a celle obtenue avec le BEZ235. Ces résultats ont soulevé I’existence d’une boucle de
rétrocontréle négatif exercé par mTORC2 sur la voie RAS/MAPK dans les Iéiomyosarcomes.
Alors que le complexe mTORC1 et ses fonctions ont bien été établis, les modes de régulation

et le réle de MTORC2 dans la tumorigenése sont encore trés peu connus.
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Plusieurs études suggeérent que la signalisation des facteurs de croissance incluant la
voie PIBK/mTOR, la voie Wnt, la voie Hippo et la voie Notch favoriserait la liaison des
ribosomes sur mTORC2 pour promouvoir son activité kinase (Zinzalla et al., 2011). La protéine
S6K1 inhibe également le complexe mTORC2 ainsi que sa fonction kinase sur la sérine 473
d’AKT lorsque la voie PIBK/mTOR est activée (Sarbassov et al., 2005). Il y a encore quelques
années, la seule fonction connue du complexe mTORC?2 était d’assurer la stabilité et I’activation
maximale de la protéine AKT afin de réeguler mTORCL1. Plus tard, un modéle de gliome chez
la drosophile a permis d’identifier mMTORC2 comme étant indispensable a la formation de
tumeurs et a suggéré un role majeur de mMTORC2 dans le cancer (Read et al., 2009). D’autres
études ont depuis montré des réles du complexe mTORC2 indépendamment de la voie
PISBK/mTOR. En effet, mTORC2 a été impliqué dans la croissance cellulaire, la survie mais
aussi la résistance aux chimiothérapies en interagissant avec la voie NF-kB ou en
reprogrammant I’activité métabolique de la cellule (Tanaka et al., 2011; Weiler et al., 2014).

Pour confirmer ce réle de mTORC2 dans la régulation de I’activité de la voie
RAS/MAPK dans les Iéiomyosarcomes, nous avons utilisé des ARN interférents contre la sous-
unité RICTOR afin d’inactiver le complexe mTORC2. Nous avons alors observé une activation
de la voie RAS/MAPK similaire a celle observée avec I’utilisation du BEZ235 confirmant ainsi
le r6le indépendant de la voie PI3K/mTOR du complexe mTORC2. Ces resultats sont en accord
avec le fait que mTORC2 lui-méme pourrait étre un oncogéne important dans le cancer (Cheng
et al., 2015). Par ailleurs, une étude dans le cancer du pancréas a identifié le méme mécanisme
que celui révélé dans notre étude (Soares et al., 2015). Si les mécanismes biochimiques a
I’origine de ce phénomeéne restent a élucider, il apparait que le développement et 1’évaluation
d’inhibiteurs spécifiques du complexe mTORC2 dans les 1éiomyosarcomes mais aussi dans
d’autres mode¢les de cancer pourraient apporter de nouvelles informations sur le réle de
MTORC2 dans le cancer et sur la plasticité des deux voies de signalisations majeures étudiées

en cancérologie.

Résistance secondaire au ciblage de la voie PISBK/mTOR : r6le des cellules souches

cancéreuses

Deux mod¢les conceptuels de ’origine et de la progression tumorale ont été proposés
pour rendre compte de I’hétérogénéité cellulaire d’une tumeur. Le modele stochastique ou
toutes les cellules tumorales possedent une capacité proliférative élevée et le modeéle

hiérarchique selon lequel le cancer provient de la transformation d’une petite fraction de la
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population tumorale, composée de cellules souches cancéreuses (Dick, 2008; Heppner, 1984).
Dans le premier modele, I’hétérogénéité tumorale est attribuée a la différenciation cellulaire
mais aussi a des variations génétiques et épigénétiques intra-clonales tandis que dans le second
modeéle, elle résulterait d’un arrét de différenciation des cellules souches a différents stades.
Ainsi, les cellules souches cancéreuses constitueraient une petite partie de la population des
cellules tumorales et seraient nécessaires et suffisantes pour former une tumeur. Les
caractéristiques majeures de ces cellules initiatrices de cancer sont 1’auto-renouvellement et la
capacité de résister aux chimiothérapies (Mountford, 2008). Cependant, 1’isolement des CSCs
est difficile. En ne prenant que le cas des sarcomes, seules des techniques de caractérisation
(détection des marqueurs de surface CD133 ou CD117) et d’enrichissement (isolement de
population ALDH positive) ont été utilisées. En effet, dans des modeles d’ostéosarcomes, de
sarcomes d’Ewing et de rhabdomyosarcomes, les cellules exprimant le marqueur de surface
CD133 avaient la capacité de former des tumorosphéres et exprimaient des marqueurs souches
tels que OCT3/4, NANOG ou SOX2 (Suva et al., 2009; Tirino et al., 2011; Walter et al., 2011).
Dans les ostéosarcomes et le sarcome d’Ewing, ces cellules possédaient aussi une activité
importante de I’enzyme ALDH (Awad et al., 2010; Wang et al., 2011).

Dans notre étude des mécanismes de résistance secondaire a une inhibition double cible
de PI3K et mTOR, une exposition prolongée (48 semaines) des lignées cellulaires de
léiomyosarcomes au BEZ235 a conduit a 1’émergence d’une petite population cellulaire que
I’on a décrite comme proche d’une population souche. En effet, par analyse transcriptomique
des tumeurs résistantes au BEZ235, nous avons détecté la surexpression de nombreux génes de
cellules souches dont ALDH et SOX2. A I’image de différentes études dans les sarcomes
d’Ewing et les ostéosarcomes, nous avons aussi détecté une fraction cellulaire ALDH positive
dans nos lignées cellulaires résistantes. Apres avoir isolé cette fraction cellulaire par une
technique de triage en cytométrie en flux, nous avons montré les capacités de ces cellules a
s’auto-renouveler et a resister au médicament, deux caractéristiques majeures des cellules
souches cancéreuses.

L’existence des CSCs a d’importantes conséquences thérapeutiques puisqu’elles sont
responsables du développement tumoral, de 1’apparition des métastases, des résistances aux
chimiothérapies et des récidives. Difficiles a éradiquer, les CSCs font 1’objet de nombreuses
études pour comprendre comment elles peuvent résister aux agents anti-cancéreux. Plusieurs
raisons ont été avancées : une expression élevée de pompes a efflux, une forte capacité de
réparation de I’ADN et une capacité a se diviser lentement et a entrer en quiescence (Bao et al.,

2006; Donnenberg and Donnenberg, 2005). Dés lors, quelles approches thérapeutiques
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pouvons-nous utiliser pour cibles ces cellules souches cancéreuses ? A ce jour, aucune cible
idéale n’a été mise en évidence mais des thérapies pertinentes ont été avancées. La premiere,
appelée thérapie d’élimination ou de prévention, repose sur 1’élimination des CSCs par une
approche antigénique ou épigenétique. Dans le cancer du sein et les leucémies myéloides
aigues, des anticorps monoclonaux diriges contre le CD44 ont prouvé leurs efficacités dans la
réduction de la population de ces cellules souches tumorales (Balic et al., 2006; Jin et al., 2006).
Des anticorps monoclonaux dirigés contre le marqueur de surface CD133 ont également montré
des résultats similaires dans le cancer du foie et de ’estomac (Smith et al., 2008). La seconde
thérapie, une thérapie de différenciation, consiste a forcer la différenciation des CSCs qui est
bloquée dans de nombreuses tumeurs. Par exemple, la sortie de quiescence de ces cellules
souches tumorales par 1’administration d’acide tout trans-rétinoique (ATRA) a montré son
efficacité dans les leucémies promyeélocitaires (Tallman et al., 2002).

La modification post-traductionnelle des histones est un facteur de régulation
épigénétique important. Ces protéines peuvent étre acétylées (activées), méthylées ou
ubiquitinylées (dégradées) par des enzymes du complexe Polycomb. EZH2 est un inhibiteur de
la transcription et un régulateur de la différenciation cellulaire par méthylation de la lysine 27
de I’histone 3. EZH2 est capable de réguler la balance auto-renouvellement / différenciation
cellulaire des cellules souches (O’Carroll et al., 2001). Nous avons donc supposé que
I’EPZ011989, un inhibiteur d’EZH2, pouvait diminuer la résistance mise en évidence dans nos
lignées et in vivo. D’une part, nous avons montré que I’inhibition d’EZH2 provoquait une
diminution de la population cellulaire souche dans nos lignées de LMS résistantes au BEZ235.
D’autre part, cette inhibition permettait de retrouver une activité cytostatique du BEZ235.
Enfin, I’utilisation de ce composé in vivo nous a permis de sensibiliser de nouveau les tumeurs
résistantes au BEZ235. Outre ces résultats précliniques, nous avons également mis en évidence
a travers cette étude ’existence d’une population cellulaire souche dans des tumeurs de patients
résistants a un inhibiteur de PI3Ka.

La confirmation du role des CSCs dans la résistance aux inhibiteurs de la voie
PI3BK/mTOR nécessiterait toutefois I’étude d’une plus large série d’échantillons tumoraux
prélevés avant traitement et lors de la résistance secondaire. Par ailleurs, la confirmation de la
nature « souche » de la population de cellules que nous avons identifiée nécessitera des études
de tumorigenicité in vivo. Néanmoins, nos résultats confortent 1’idée d’établir des stratégies
thérapeutiques visant a cibler les propriétés spécifiques des cellules souches afin d’améliorer

I’efficacité des inhibiteurs de la voie PI3K/mTOR dans les I¢éiomyosarcomes et indiquent que
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dans ce cadre, une approche épigénétique peut étre particulierement intéressante comme cela a

été suggéré dans d’autres modéles (Koren and Bentires-Alj, 2017).
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ABSTRACT

Background: Well-differentiated/dedifferentiated liposarcoma (WDLPS/DDLPS)
are characterized by a consistent amplification of the MDM2 gene. The PI3K/
AKT/mTOR pathway has been suggested to play also an important role in their
tumorigenesis. Our goal was to determine whether combined MDM2 and PI3K/AKT/
mTOR targeting is associated with higher anti-tumor activity than single agent alone
in preclinical models of WDLPS/DDLPS.

Methods: WDLPS/DDLPS cells were exposed to RG7388 (MDM2 antagonist) and
BEZ235 (PI3K/mTOR dual inhibitor) after which apoptosis and signaling/survival
pathway perturbations were monitored by flow cytometry and Western blot analysis.
Xenograft mouse models were used to assess tumor growth and animal survival.
Western blotting, histopathology, and tumor volume evolution were used for the
assessment of treatment efficacy.

Results: The PI3K/AKT/mTOR was upregulated in up to 81% of the human
WDLPS/DDLPS samples analysed. Treatment with RG7388 and BEZ235 resulted in a
greater tumor activity than either drug alone with a significant difference in terms
of cell viability after 72h of treatment with RG-73888 alone, BEZ235 alone and a
combination of both agents. Consistent with these observations, we found a significant
increase in apoptosis with the combination versus the single agent treatment alone.
We then analysed the in vivo antitumor activity of RG7388 and BEZ235 in a xenograft
model of DDLPS. The combination regimen significantly reduced tumor growth rate
in comparison with single agent alone.

Conclusions: Our results represent the first in vivo evidence of synergy between
MDM2 and PI3K/AKT/mTOR antagonists and represent a strong rationale to evaluate
the therapeutic potential of such a combination in WDLPS/DDLPS.

Accepted: January 11, 2017

INTRODUCTION

Accounting for up to 25% of all sarcomas in adults
[1], liposarcoma (LPS) is the most common soft tissue
sarcoma (STS). Liposarcomas can be divided into three
categories on the basis of their cytogenetic characteristics:
myxoid/round cell LPS, pleomorphic LPS and well-
differentiated and dedifferentiated LPS (WDLPS/DDLPS).
WDLPS represent more than 40% of all diagnosed LPS
and are subdivided in three main histological subtypes:
adipocytic, sclerosing and inflammatory. The three main

locations are the limbs (50%), the retroperitoneum (30%)
and the paratesticular area (20%). Although these tumors
do not metastasize, retroperitoneal and paratesticular ones
are associated with a high risk of local recurrence (up to
90%) and a high a risk of dedifferentiation (up to 20%) [2,
3] whereas these risks are lower for tumors located in the
limbs [4].

DDLPS are biphasic neoplasms occurring in the
same age group as WDLPS, with one component being a
WDLPS and the other a non lipogenic sarcoma of variable
histological grade. About 90% of DDLPS arise de novo,
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while 10% occur in recurrence. This histological subtype
is found mostly in the retroperitoneum [3, 5] and has a
more aggressive behavior than WDLPS with anestimated
5-year disease-specific-survival of 44% versus 93% [6].
The local recurrence rate for retroperitoneal tumors can
reach 80% and distant metastatic relapse is observed in up
to 30% of cases [2, 7].

Surgery is the cornerstone of the primary
management of WDLPS/DDLPS. Resection with RO
margin status is an achievable goal for WDLPS/ DDLPS
located in the limbs but is more challenging for
retroperitoneal tumors for obvious anatomical reasons.
Therefore, retroperitoneal tumors are associated with a
higher rate of recurrence.

Systemic therapy is the most suitable approach for
patients with advanced/unresectable disease. However, we
have reported that the role of conventional chemotherapy
such as doxorubicin, ifosfamide or trabectedin in this
setting is very limited with an objective response rate of
12% and a median PFS of only 4.6 months respectively
[8]). New therapeutic options are therefore urgently
needed.

We and others have shown that WDLPS/DDLPS
cells contain supernumerary ring or giant marker
chromosomes composed of highly amplified sequences
from the 12q14-15 chromosomal region [1, 9] which
contain consistently the MDM2 (12g15) and HMGA2
(12914.3) genes. We have also shown that the the CDK4
gene (12q14.1) belongs to a distinct amplicon which is
inconsistent but present in up to 90% cases [9].

Recently, a class of imidazoline compounds has
been identified as potent and selective inhibitors of the
TP53-MDM2 interaction [10]. These molecules, termed
nutlins, interact specifically with the TP53-binding pocket
of MDM2 and thus release TP53 from negative control.
Treatment of cancer cells expressing wild type TP53 with
nutlins stabilizes TP53 and activates the TP53 pathway
leading to activation of TP53 target genes, cell cycle
arrest, apoptosis and/or senescence. We have recently
shown that the nutlins activates the TP53 pathway and
decreases cell proliferation in patients with WDLPS/
DDLPS [11]. However, only few patients had objective
response or long-term disease stability [12].

Loss of PTEN and activation of the PISK/AKT/
mTOR pathway was suggested to be involved in WDLPS/
DDLPS tumorigenesis [13-14]. Interactions between the
TP53 and PI3K/AKT pathways play a significant role in
the determination of cell death/survival [15-19]. Indeed,
the TP53-MDM2 loop is embedded in a larger network
that includes AKT, a gene associated with cell survival
signaling pathways. The significance of this TP53-AKT
network (Supplementary Figure 1) is highlighted by the
following facts: it involves two known tumor suppressor
genes (TP53 and PTEN), and two oncogenes (MDM2 and
AKT) [15-19]. Importantly, the TP53-AKT network is
composed of two feedback loops: the mutual antagonism

between TP53 and AKT which is a positive feedback loop
(Figure 1), and the TP53-MDM2 negative loop
(Supplementary Figure 1).

We report here a study which aims at determining
whether targeting both MDM2-TP53 interaction and
PI3K/AKT/mTOR pathways is associated with synergistic
activity in WDLPS/DDLPS.

RESULTS

Aberrant PISBK/AKT/mTOR pathway activation
in primary human well-differentiated and
dedifferentiated liposarcomas

Totest whether the PISBK/AKT/mTOR pathway is
altered in human WDLPS/DDLPS, we performed
immunohistochemical analysis to evaluate the expression
of PTEN, a negative regulator of AKT, and of p-S6K, one
crucial downstream target of mTORC1 on clinical
specimens from 37 patients with well-differentiated (n=10)
and dedifferentiated liposarcomas (n=27). These studies
demonstrated loss of PTEN expression in 2 WDLPS (20%)
and 16 DDLPS (59%) and evidence of S6 activation in 7
WDLPS (70%) and 21 DDLPS (81%) (Supplementary
Figure 2). We did not observe any evidence of PTEN loss
or S6 phosphorylation in lipomas (data not shown). By
using comparative genomic hybridization analysis, we
found that the PTEN gene was deleted in only 2 cases out
of 24 (8%) (data not shown).

RG7388 activates the TP53 pathway, induces
significant proliferation inhibition, cell-cycle
arrest and apoptosis in DDLPS cell lines

As predicted by the mechanistic model of TP53
regulation, the nutlin compound RG7388 inhibited
significantly the proliferation of 5 out of 11 STS cell lines
with no TP53 mutations as assessed by Sanger sequencing
(IC50: 2-50 nM), but not of the 6 out of 11 cell lines with
TP53 mutations (Figure 1A). The most sensitive cell lines
were the DDLPS cell lines IB111, 1B115 characterized by
an amplification of the MDM2 gene and the extraskeletal
osteosarcoma cell line 1B128 with no alteration of the
MDM2 gene copy numbers. In agreement with the
mechanism of action of nutlins, treatment of the DDLPS
cell lines with RG7388 showed an accumulation of the
TP53 protein and its targets, P21 and MDM2, as revealed
by Western blotting (Figure 1B) One of the main cellular
functions of activated TP53 is blocking cell cycle
progression in the G1 and G2 phase. Treatment of
exponentially proliferating 1B111 and 1B115 DDLPS cell
lines with RG7388 for 48 hours led to a dose-dependent
cell cycle block in G2/M phase (Figure 1C). One of the
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other main functions of activated TP53 is induction of
apoptosis. Exposure of exponentially proliferating 1B111
and 1B115 DDLPS cell lines to RG7388 for 72 hours led
to the induction of apoptosis in a dose-dependent manner
as revealed by Annexin V assay (Figure 1D). The effects
on cell cycle and apoptosis were not observed in the
myxofibrosarcoma 1B114 and leimoyosarcoma 1B136 cell
lines used as controls (Figure 1C and 1D).

NVP-BEZ235 inhibits PI3K/mTOR signaling and
efficiently induces proliferation inhibition, and
apoptosis in DDLPS cell lines

We confirmed that the IB115 and IB111 DDLPS cell
lines exhibited high baseline levels of PI3K/AKT/ mTOR
signaling measured by p-AKT, p4EBP1, pMTOR and
phosphoS6 (Figure 2A and 2B). Treatment of the IB115
and IB111 cells with NVP-BEZ235 was able to inhibit
significantly the phosphorylation of Akt, Ser2448 mTOR,
Ser240/244 S6 and 4EBP1 (Figure 2A and 2B).
Correspondingly, 10“to 100 umol/L BEZ235 decreased
DDLPS cell growth in a concentration-dependent manner,
(Figure 2C). Exposure of exponentially proliferating
DDLPS cell lines to for 72 hours also led to the induction
of apoptosis in a dose-dependent manner as revealed by
Annexin V assay (Figure 2D and 2E). Cell-cycle analysis

demonstrated no cell-cycle arrest at GO-G1 following 48
hours of exposure to increase doses of BEZ-235 (data not
shown).

Combined inhibition of PIBK/AKT/mTOR and
MDM2 enhances growth inhibition and apoptosis
of DDLPS cells

Because the high level of PI3K/AKT/mTOR
signaling can affect the anti-survival and pro-apoptotic
effects of RG7388, we investigated whether inhibition of
this pathway by BEZ235 would increase the response
DDLPS cell lines to RG7388. As shown in Figure 3A and
3B, combination of both drugs after 72h exposure is
synergistic in DDLPS cells (IB111 and 1B115). Consistent
with these observations, a quantitative confirmatory
apoptosis assay using flow cytometry revealed that
apoptosis induction was significantly higher when DDLPS
cells were treated with the combination of RG7388 and
BEZ235 than with single agent alone (Figure 3C). TP53
has been shown to inhibit the PI3K/AKT/mTOR pathway.
To understand the mechanisms involved in the synergy
between RG7388 and BEZ235 we analysed their impact
on TP53 and PI3K/AKT/mTOR signalling. BEZ235
induced only a moderate increase of TP53 protein
expression (Figure 4A). We found also that the PI3K/
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Figure 1: A. 1C 50 (uM) of nutlin (RG-7388) for 11 soft tissue sarcoma cells, 1B111, IB115, IB128, IB114 and 1B126 are P53 wild-type,
the other cell lines are P53 mutated. MDM2 is only amplified in IB115 and 1B111 cells. B. Sensitive cells untreated or exposed to IC50 of
RG-7388 (RG) were immunoblotted for MDM2, TP53 and P21 expression and quantification of the immunoblots C. Cell cycle profile
before and after treatment with 1uM of RG7388 analyzed by PI incorporation and flow cytometry after 48h of treatment D. Effect of
RG7388 on apoptosis in four cell lines: 2 very sensitives to RG7388 (1B111 and IB115), one with intermediate sensitivity (IB114) and one

resistant cell line (IB136).
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AKT/mTOR pathway remained active after treatment
with RG7388 despite induction of TP53 (Figure 4B).
However, the combination of both drugs induced a strong
concomitant induction of TP53, P21 and inhibition of the
PI3K/AKT/mTOR pathway.

In vivo Activity of RG7388 and BEZ235 against
tumor growth

The in vivo antitumor activity of NVP-BEZ235 and
RG7388 was then analysed in a xenograft model from the
IB115 cell line. When tumors were measurable and
reached an average volume of 0.1 cm3, the animals were
treated with RG7388 alone, NVP-BEZ235 alone and a
combination of both. The combination regimen
significantly reduced tumor growth rate and time to
progression in comparison with single agent alone (Figure
5A and 5B). No significant changes in the weight of the
tumor-bearing mice were observed after treatments with
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NVP-BEZ235 (data not shown). Specific effects of NVP-
BEZ235 on the PI3K/Akt pathway in vivo were confirmed
by immunohistochemistry on tumor tissues at the end  of
treatments by using immunohistochemical evaluation of
p-S6RPse24024 i controls or in tumors derived from mice
treated with the different regimens. (Figure 5C). No
significant difference in staining intensity was observed
when combining BEZ 235 and RG7358 versus BEZ235 as
asingle agent. (Figure 5C). Consistently with the cytostatic
effects induced by NVP-BEZ235, KI-67 immunostaining
was also significantly reduced following treatment with
the combination versus single agent inhibitor (Figure 5D).

DISCUSSION

Well-differentiated/dedifferentiated liposarcomas are
the most frequent subtypes of STS and are characterized
by a specific amplification of MDM2 (12q14-15) [1, 8].
Stimulating the tumour suppressor activity of wildtype
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Figure 2: A. Representative blots of total and phosphorylated proteins of PIBKCA/AKT/mTOR pathway in the DDLPS cell lines untreated
or exposed to BEZ-235 at 0,1uM are shown, each experiment was repeated twice B. Quantification of the Western blots. C. Effect of BEZ-
235 on DDLPS cells proliferation (IB111 and 1B115), the 1C50 are respectively 0,3uM and 0,036uM D. Effect of BEZ-235 on cell death

using FITC annexin-V and propidium iodide assay for IB111 cell line. E. quantification of apoptosis in DDLPS cells untreated or exposed

at increasing doses of BEZ-235.

138



PUBLICATIONS ANNEXES

TP53 protein has long been shown to eradicate tumour anti-tumor activity of nutlins in sarcomas [20-22]. Most of
cells in animal models, which makes the molecule an them were based on bone sarcoma cell lines and not on
attractive therapeutic target for drug development. STS models. We have recently shown that MDM2
Inhibition of the MDM2TP53 interaction with synthetic antagonist activates the TPS3 pathway and decreases cell
molecules might therefore lead to the accumulation of proliferation in  patients  with MDOMZ'amP|_'f'9d
active TP53 followed by the death of the tumour cells from liposarcoma. However, in this study, 25% of patients
apoptosis as shown in vitro [10]. Nutlins represent a class displayed primary resistance [11].

of antagonists that inhibited the MDM2-TP53 complex The combination of genotoxic drugs —with
and first described in 2004 [10]. This class of agents can nongenotoxic nutlin has been reported to synergistically
disrupt the MDM2-TP53 interaction by binding a well- activate TP§3 f_unctlons,_ paving the way for the potential
defined hydrophobic cleft of MDM2 which represented use of nutlin in combinatorial drug therapy [23, 24].
the binding site for TP53, liberating functional TP53 [10]. Ohnstade and all investigated in vitro the effect of Nutlin-

There are only limited pre-clinical data regarding the in combination with the current cytotoxic drugs (e.g.
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Doxorubicin, Cisplatin and Methotrexate) on sarcoma
cells [25]. Among the drug tested, only doxorubicin is
used in the management of WDLPS/DDLPS. The authors
found a synergy that supported the development of this
combination in the clinics. We have indeed recently
reported through a phase 1 study that combination therapy
with doxorubicin and the nutlin compound RG7112
resulted in an apparent potentiation of TP53 activation in
an unselected population of patients with advanced STS
[26]. However, due to the toxicity profile of doxorubicin,
this combination resulted in a high rate of grade 3 or 4
haematological toxicity with 60% and 45% of patients
experiencing severe neutropenia or thrombocytopenia
respectively precluding its future development.
Therefore, combination of nutlin with targeted
nongenotoxic drug may represent a more relevant
approach. Several studies have reported dysregulation of
the PIBK/AKT/mTOR pathway in WDLPS/DDLPS [13-
14]. By using a zebrafish model, Guttierez et al showed
that AKT activation and TP53 dysregulation collaborate
in WDLPS/DDLPS tumorigenesis [13]. Interestingly,
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they observed as in our study that inhibitors of the PI3K-
AKT-mTOR pathway such as BEZ235 were able to impair
viability in human WDLPS and DDLPS cells. Smith et al
demonstrated by using xenograft model of DDLPS that
activation of the PI3K-AKT-mTOR pathway in these
tumors was associated with a frequent loss of PTEN
expression [14]. As in our study, CGH analysis of the
patient tumors from which the xenografts were derived
showed no genetic alterations at the PTEN locus,
suggesting the involvement of epigenetic mechanisms.
The cross talk between the PIBK/AKT/mTOR pathway,
TP53 and MDM2 play an important role in the regulation
of pro-apoptotic and anti-apoptotic signals. For instance,
AKT mediates negative control of TP53 levels through
enhancing MDM2 (murine double minute 2)-mediated
targeting of TP53 for degradation [27]. Moreover, PTEN is
able to regulate the function of TP53 by both phosphatase-
dependent and -independent mechanisms [28]. Our data
represent the first in vivo evidence that inhibition of PI3K/
AKT/mTOR signalling can augment TP53-mediated
apoptosis induced by MDMZ2 antagonist in human tumors.
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Figure 5: A. Effect of combination of RG-7388 and BEZ-235 on tumor growth, B. the doubling time was calculated from the tumor
progression curve ; C. immunohistochemistry on tumor tissues with p-S6RP and D. K167 antibodies
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Interestingly, this results are in agreement with those of
Saiki et al showing that inhibition of the PI3K pathway,
including PI3K itself, AKT, or mTOR, yielded profound
in vitro synergy in combination with MDM2 inhibition in
several epithelial tumors [29]. The molecular mechanisms
underlying the observed synergy between TP53-MDM?2
interaction and PI3K/AKT/mTOR inhibitions remains to
be elucidated. Recent studies have demonstrated that one
important tumor suppressive function of TP53 is related to
its ability to inhibit mTOR activity [30]. In  our study,
western blot analysis suggested that mTOR pathway
remains active after treatment with RG7388 in
WDLPS/DDLPS despite induction of TP53. We observed
also that treatment with BEZ235 resulted in a moderate
upregulation of TP53 expression. These findings are in
agreement with those from Herzog et al indicating an
upregulation of TP53 in HNSCC cell lines treated with the
dual inhibitor PI3K/mTOR PF-04691502 [31]. Therefore,
upregulation of the PI3K/AKT/mTOR pathway in cancer
may be linked to repression of TP53 expression that can
be reversed at least in part by inhibitors of the PI3K/AKT/
mTOR signaling.

In conclusion, our data represent a strong rationale
to evaluate the therapeutic potential of dual PI3K/mTOR
inhibitors as potentiators of TP53-MDM2 interaction
antagonists in WDLPS/DDLPS. Given the devastating
nature of this disease, the confirmation of our data in the
clinical setting would represent a strong achievement for
the sarcoma community.

MATERIALS AND METHODS

Patients and samples

We analyzed 37 cases of WDLPS (n=10) and
DDLPS (n=27) with available paraffin-embedded material.
All the cases were reviewed by a pathologist expert in the
field of soft-tissue tumors. Immunohistochemistry for
PTEN (CST 9559; 1:100, Cell signaling), and
phosphorylated ribosomal protein S6 kinase (p-S6K) (CST
5364; 1:100, Cell signaling), was performed according to
each manufacturer’s recommendations. PTEN expression
was assessed semi-quantitatively from score 0 (absence of
expression) to 1 (decreased expression in tumoral cells
compared with normal endothelial cells) and 2 (same
intensity of staining in tumoral and normal cells). A 20%
cutoff value for the detection of positive nuclear reactivity
was selected for p-S6K.

Cell lines

All the cell lines used in this study (Supplementary
Table 1) have been derived from human surgical STS
specimens in the laboratory of Pr Jean-Michel Coindre and

Dr Frédéric Chibon (Institut Bergonié, Bordeaux, France)
after obtaining patient consent. All cell lines were cultured
in RPMI 1640 medium, GlutaMAX™ Supplement (Life
Technologies) supplemented with 10% (v/v) fetal bovine
serum (FBS), Penicillin/Streptomycin 1%, and Normocin
0.2% (InvivoGen) at 37°C with 5% CO,. Cells were
routinely passaged every 2 or 3 days.

Study reagents

RG7388 (MDM2-TP53 interaction inhibitor) was
supplied by Roche and BEZ235 (dual PI3K/mTOR
inhibitor) was purchased from Selleck Chemicals
(Houston, TX, USA). Cultured cells were treated for 72
hours with medium change and fresh drug as indicated in
figure legends.

Cell viability assay

Cells were seeded in triplicate at 3000 cells/well into
96-well plates, cultured with fresh growth medium for at
least 24 hours and treated with a range of increasing
concentrations of drugs for 72 h. After incubation period,
2-Deoxyglucose (2-DG),3-(4,5-Dimethylthiazol-2- yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma- Aldrich
Chimie,  Saint-Quentin-Fallavier, France ) was
immediately added to the wells at a final concentration of
0.5 mg/mL and the cells were incubated for 3 h. Then,
supernatant was discarded, 100 pL of dimethyl sulfoxide
(DMSO, Sigma-Aldrich Chimie, Saint-Quentin-Fallavier,
France was added and the absorbance was monitored
using a Flexstation 3 Plate reader (Sunnyvale, CA, USA)
at 570 nm with 630 nm as reference. 1C, was calculated
with GraphPad Prism software version 5.00 for Windows
(GraphPad Software, La Jolla California USA). Each
experiment was repeated at least 3 times.

Cell apoptosis assay

Cells (2x10°well) were seeded in 6-well plates and
treated for 72 hours with several specific drug
concentrations. After treatment, cells were washed once
with PBS and labeled with annexin-V-FITC and
propidium iodide (PI) according to the manufacturer’s
protocol (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Then,
cells were analyzed with a FACSCalibur flow cytometer
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA. The percentage of
cells in early apoptosis (annexin-V positive, Pl negative)
and cells in late apoptosis or necrosis (annexin-V and Pl
positive) was calculated using FlowJo version 7.6.3 for
Windows (Tree Star Inc, Ashland, OR, USA. Data are
represented as mean + SEM values, based on 3
independent experiments.
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Western blotting

Treated and control whole cells were harvested
using 60 pL Radio-ImmunoPrecipitation Assay (RIPA)
lysis buffer. The lysate was centrifuged (13 000 rpm, 15
min, 4°C) and the supernatant stored at -80°C for later use.
Total proteins (30 pg) were electrophoresed on 8, 12 or
15% dodecyl sulfate (SDS) polyacrylamide gel and
transferred onto polyvinylidene difluoride (PVDF)
membranes. Blots were probed overnight at 4°C in 5%
BSA in PBST (Phosphate 100 mM, KCI 27 mM, NaCl
1.37 M pH 7.4 after 1X dilution; 0.2% Tween-20) with
primary antibody to p-AKT*“7(1: 1000, CST 4060), AKT
(1: 1000, CST 4685), p-S6RP=2424(1: 1000, CST 2215),
S6RP (1: 1000, CST 2217), 4E-BP1 (1: 1000, CST 9452),
p-4E-BP1 (1: 1000, CST 9459), anti-P53 (1: 200, Santa
Cruz sc-126); anti-Mdmz2 (1: 500, Calbiochem IF2); anti-
P21 (1: 33, Calbiochem) and glyceraldehyde-3- phosphate
dehydrogenase (GAPDH, SC-51907),

Horseradish  peroxidase-conjugated  secondary
antibody (Santa Cruz)were diluted 1:5000. Bound
antibodies were visualized by Fusion Fx7 (Fisher Bioblock
Scientific, Waltham, MA, USA) using Imobilon™ Western
(Millipore Corporation, Billerica, MA, USA), an enhanced
chemiluminescence detection kit. The resulting bands
were analyzed and quantified by ImageJ® 1.49¢ software
(National Institute of Health, Bethesda, WA, USA).
GAPDH served as a loading control. Each membrane was
reused 2 times after desaturation in glycin buffer
(6.6mol/L, pH 2) at 56°C for 30 min.

Drug synergy assays

Cells were treated with single drugs and
combination of two drugs for 72 h. To confirm synergistic
effects between two drugs, a diagonal constant ratio
combination design was realized according to Chou and
Talalay proposition [32]. Cells were incubated with a 2-
fold serial dilution with several concentration above and
below of the IC, of the two drugs at a constant ratio. After
incubation period, MTT was immediately added to the
wells and the absorbance was monitored using the
Flexstation 3 Plate reader. The analysis of synergy assay
was done by the isobologram and combination index (CI)
methods, derived from the median-effect principle of
Chou and Talalay. The combination effects of the two
agents can be summarized as follows: combination index
(CI) < 1 (under the curve), Cl = 1 (near the curve), and CI
> 1 (above the curve) indicates synergistic, additive and
antagonistic effects respectively. Synergy experiments
were repeated at least three times.

Animal studies

All animal experiments were performed with the
approval of the institutional animal use and care
committee. IB115 cells (5 x 10° cells/200uL) were
inoculated subcutaneously into the right flank of Ragy2C-
/- mice (n=10). Once palpable, tumor volumes were
calculated using the following formula: length x width?/
2. After tumors reached approximately 200 mm?® in
average size, animals were treated by oral gavage for the
two drugs every day; briefly BEZ was dissolved in 1
volume of NMP (1-methyl-2-pyrrolidone) in a 100°C
water bath, then 9 volume of PEG300 (Sigma-Aldrich, St
Quentin Fallavier, France) were added. The Nutlin was
dissolved in a solution supplied by Roche. Mice were
randomized to receive 40mg/kg BEZ, 50 mg/kg Nutlin or
both drugs in combination. Three weeks after drug
administration, the mice were sacrificed and tumors were
excised and harvested in 10% paraformaldehyde. Tumor
progression was analyzed with GraphPad Prismsoftware.
Paraffin sections were incubated with anti-p-S6RPse240/244
(CST 5364; 1:100) and anti-Ki-67 (Ventana 790-4286;
1:100) antibodies. Percentage of labelled cells was
estimated by a pathologist expert in soft-tissue tumors.
The intensity of p-S6RPser240/244 staining was scored as
follows: 0, negative; 1+, weak staining; 2+, intermediate
staining; 3+, strong staining. Scoring was performed
without knowledge of tumor response. Tissue pictures was
carried out with an Olympus CKX41 (x100) using image
capture cellSens Entry software version 1.14 (Olympus,
Rungis, France) for Windows.
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