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MTOR: mammalian target of rapamycin
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INTRODUCTION SUR LA CARCINOGENESE BRONCHIQUE

I. Epidémiologie des cancers pulmonaires

Les cancers pulmonaires sont au premier rang de la fréquence des cancers et
représentent la principale cause de mort par cancer chez I’homme et chez la femme dans le
monde. Ils sont responsables de plus de 1 million de morts par an dans le monde et de 170 000
aux USA. Ceci dépasse la somme des déces dus aux trois autres cancers les plus fréquents
apres les cancers pulmonaires que sont le cancer du sein, du colon et de la prostate. Moins de
15% survivront a 5 ans (Greenlee et al 2000) et 70% des patients présentent un stade avancé et
sont donc inopérables au moment du diagnostic. Tandis que les patients de stades IA ont une

survie a 5 ans de 70%, la survie des stades Il a IV chute de 40 a 5% a5 ans (Mountain 1997).

La consommation de tabac représente 90% des facteurs de risque des cancers
pulmonaires chez les hommes et 80% chez les femmes, les autres étant attribués a I’asbestose,
au radon ou a d’autres facteurs environnementaux et professionnels, ainsi qu’a des facteurs de
prédisposition génétique. D’aprés 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS), 47% des
hommes et 12% des femmes agés de plus de 15 ans dans le monde sont des fumeurs. Si le
nombre de fumeurs tend a diminuer dans les pays industrialisés, on note une augmentation de
plus de 50% dans les pays en voie de développement. La mortalité par cancer du poumon
augmente avec le niveau de consommation tabagique. Le taux de mortalité est 15 fois plus
élevé chez les fumeurs et 4 fois plus élevé chez les ex fumeurs par rapport aux non-fumeurs.
De méme le taux relatif de mortalité est de 7.5 chez les fumeurs fumant de 1 a 14 cigarettes
par jour contre 25.4 chez les tabagiques consommant plus de 25 cigarettes jour (Doll et al
1994). Enfin le tabagisme passif augmente le risque de cancer pulmonaire (Hirayama et al
1981) et les ex fumeurs ont une réduction progressive de risque de développer un cancer
avoisinant 90% survenant a partir de 5 ans de sevrage (Rom et al 2000). Les femmes semblent
plus sensibles que les hommes pour un méme niveau de tabagisme et leur risque de développer
un cancer est 1.7 a 2.7 fois supérieur a celui des hommes (Ryberg et al 1994, Henschke et
Miettinen 2004).
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Par ailleurs, la fréquence des différents types histologiques de cancer pulmonaire a
sensiblement évolué avec une nette augmentation tout récemment de la fréquence des
adénocarcinomes qui représentent maintenant 45% des cancers pulmonaires, alors que la
fréquence des carcinomes malpighiens et des autres carcinomes a grandes cellules est en
diminution. Ces modifications sont possiblement en relation avec une consommation de
cigarettes dites plus légéres mais dont la fumée est inhalée plus profondément, permettant aux
agents carcinogenes d’accéder a 1’unité bronchioloalvéolaire d’ou naissent la plupart des
adénocarcinomes (Thun et al 1997). Enfin les tabacs mélangés vendus actuellement
comportent plus de tiges que de feuilles, plus riches en N nitrosamines.

La fumée de tabac renferme plus de 4800 composants identifiés re-suspendus dans un
aérosol de 10 particules par millilitre. Parmi la soixantaine de carcinogénes identifiés, on
retrouve des aromatiques polycycliques, des aza-arenes, des N-nitrosamines, des amines
aromatiques hétérocycliques, des aldéhydes, des hydrocarbones volatiles et des métaux. Bien
que la dose par cigarette de chacun de ces composés soit faible, leur accumulation au cours
d’une vie de fumeur peut étre considérable : ainsi par cigarette, la fumée contient entre 20 a 40
ng de benzo(a)pyrene et entre 0.08 a 0.77 ug de nitrosamines « tobacco-specific
nitrosamines » ou 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK), la quantité totale
de NNK provoquant le développement de cancer pulmonaire chez le rat étant comparable a

celle qu’inhale un fumeur au cours de sa vie.

La plupart des carcinogenes organiques dérivés du tabac sont insolubles dans I’eau et
doivent étre oxydés et conjugués pour étre excrétés en atmosphére aqueuse. Les membres de la
famille du cytochrome p450 CYP1AL catalysent ces carcinogenes en ajoutant un oxygene, ce
qui a pour effet d’activer les amines aromatiques. Les membres de la glutathione S transférase
GST les inactivent en les convertissant en formes solubles excrétables. Cependant au cours de
ce processus, des formes intermédiaires électrolytiques se constituent qui réagissent fortement
avec ’ADN et entrainent la formation d’adduits de I’ADN. Il existe un certain degré de
polymorphisme des génes codant pour les enzymes CYP1ALl et GSTM1. Chez les patients
présentant le phénotype CYP1A1 Mspl associé a la présence d’un enzyme CYP1A1 de haute
activité, et le phenotype nul GSTM1, on note a la fois une activation des carcinogénes et une
diminution de leur inactivation ce qui exposerait ces patients a un risque accru de cancer

pulmonaire (Spivack et al 1997). Cependant la corrélation entre un phénotype nul GSTM1 et
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une augmentation du risque de cancer n’a pas été confirmé dans une étude récente portant sur
9500 patients (Benhamou et al 2002). Par ailleurs la capacité de réparation de I’ADN apres
exposition au benzo(a)pyrene diol époxyde (BPDE) est significativement altérée chez les
patients atteints de cancer pulmonaire (Wei et al 1996). En effet, les cellules sont équipées de
différents systemes pour éliminer les adduits d‘ADN, dont le NER (ou Nucleotide Excision
Repair), le BER (ou Base Excision Repair system) qui excise les bases altérées, et la
O°MGMT (O°-méthylguanine DNA méthyltransferase) qui répare les bases méthylées O°-
méthylguanines. La plupart de ces enzymes présentent un polymorphisme chez ’humain et
I’équilibre entre I’activation métabolique, la détoxification et les processus de réparation de

I’ADN influence le risque de cancer chez les sujets fumeurs.

Il Histologie des cancers pulmonaires et classification pTNM

L’intérét d’une telle classification repose sur la nécessité de délivrer un diagnostic qui
permette 1’inclusion des patients dans des protocoles thérapeutiques et serve de base aux
études épidémiologiques et biologiques. Il doit reposer sur des critéres histologiques simples,
reproductibles et donc utilisables par tous les pathologistes.

La récente classification de ’OMS de 1999 (Travis et al) et sa mise a jour en 2004
(Travis et al 2004) ont intégré de nouvelles entités depuis celle de 1981 et redéfinit les critéres
diagnostiques des Iésions prénéoplasiques bronchiques que nous traiterons dans un chapitre a
part, des hyperplasies alvéolaires atypiques (AAH) précurseurs des adénocarcinomes, et de
I’hyperplasie neuroendocrine diffuse idiopathique (DIPNECH) précurseur des tumeurs
carcinoides. Pour des raisons pratiques, nous traiterons les AAH et la DIPNECH a la fin de

chaque chapitre concernant les tumeurs correspondantes.

Cette nouvelle classification a de plus permis de preciser le concept de tumeurs
neuroendocrines pulmonaires, et d’intégrer les carcinomes neuroendocrines a grandes cellules
et les carcinomes basaloides au sein de la classe des carcinomes a grandes cellules. Enfin elle
redéfinit les quatre grandes classes d’adénocarcinomes, avec une mention toute particuliere
pour les carcinomes bronchiolo alvéolaires qui, en raison de leur caractére non invasif,

conservent un tres bon pronostic et méritent donc d’étre parfaitement identifiés.
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D’une manicre trés générale, les cancers pulmonaires sont classés en fonction de leur
contingent le mieux différencié mais gradés selon leur contingent le plus agressif. Néanmoins
les cancers pulmonaires font souvent preuve d’une grande hétérogénéité d’ un champ a 1’autre
et on estime que 50% des carcinomes comportent plus d’un contingent. Par ailleurs un
contingent pour étre pris en compte doit représenter au minimum 10% de la tumeur
(contingent squameux ou glandulaire d’un carcinome adénosquameux par exemple ou
contingent a cellules fusiformes et/ou géantes d’un carcinome pléiomorphe). Pour toutes ces
raisons, méme si le diagnostic de carcinome pulmonaire peut étre porté sur des prélevements
biopsiques (obtenus par bronchoscopie ou ponction biopsie), son type histologique précis ne

sera définitivement établi que sur la piéce de résection chirurgicale.

Nous n’aborderons dans ce chapitre que la classification des tumeurs malignes
pulmonaires primitives puis, dans un chapitre a part, les critéres diagnostiques histologiques
des lésions prénéoplasiques bronchiques.

1. Carcinomes épidermoides

Par définition, il s’agit de tumeurs malignes dont les cellules élaborent de la kératine
et/ou sont séparées par des ponts d’union intercellulaires (Figure 1A). Les formes variantes
sont représentées par le carcinome épidermoide papillaire (carcinome bien différencié revétant
de larges axes conjonctifs papillaires), a cellules claires, a petites cellules (les cellules de petite
taille comportant un noyau a chromatine granulaire au sein d’un cytoplasme relativement
ample, et de ponts d union intercellulaires),et basaloide (cellules de petite taille formant des
lobules délimités par une assise palissadique et ébauchant des plages de différenciation

épidermoide) (Figure 1B).
2. Carcinomes a petites cellules

Tumeurs malignes faites de cellules de petite taille (diamétre inférieur a celui de trois
lymphocytes) a tres haut rapport nucléocytoplasmique, et dont la chromatine est dense
finement granulaire dissimulant le nucléole. Les cellules sont rondes ou fusiformes et les
noyaux ont tendance a se déformer réciproquement. L’activité mitotique est tres élevée (60 a

70 par mm? soit 10 champs a fort grandissement) et la nécrose souvent extensive (Figure 1C).
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La forme variante est le carcinome a petites cellules composite comportant un
contingent glandulaire, squameux ou a grandes cellules, neuroendocrine ou non, moins
fréeqguemment a cellules fusiformes ou géantes.

La microscopie ¢€lectronique n’est pas indispensable au diagnostic qui doit se faire en
histologie standard; néanmoins celle ci montrerait des granules neuroendocrines de 100 nm de
diamétre dans 85% des cas et 'immunohistochimie, également facultative, une expression de
la chromogranine A, de la synaptophysine et des molécules NCAM (Neural Cell Adhesion

Molecule) (Figure 1D) ainsi que du facteur de transcription TTF1 dans environ 80% des cas.

3. Adénocarcinomes

Tumeurs malignes présentant une différenciation glandulaire architecturale ou a
I’échelle cellulaire (sécrétion de mucines), d'architecture mixte (forme majoritaire observée
dans 80%) (Figure 1E), acinaire (Figure 1F), papillaire (Figure 1G), solide a sécrétion
intracellulaire de mucus (Figure 1H) ou bronchioloalvéolaire (Figure 1l). Si certains
adénocarcinomes peuvent ressembler aux adénocarcinomes mammaires, des glandes salivaires
ou méme gastro-intestinaux, la plupart des adénocarcinomes pulmonaires sont constitues de
cellules de type Clara ou pneumonocytes de type II. L’évaluation immunohistochimique des
marqueurs caractéristiques de 1’épithélium pulmonaire, comme les protéines du surfactant, le
facteur de transcription TTF1, exclusivement exprime par les adénocarcinomes pulmonaires
primitifs, et la cytokératine 7 ou la cytokératine 20, I’antigene spécifique prostatique et de la
phosphatase acide prostatique peuvent aider dans la distinction entre adénocarcinomes
pulmonaires primitifs et métastatiques.

Les adénocarcinomes pulmonaires arborent trés fréquemment plusieurs architectures,
combinant des contingents acinaires, papillaires, solides et bronchioloalvéolaires, faisant donc
du variant mixte le plus fréquent (85%). A la différence du carcinome bronchioloalvéolaire
d’histologie alvéolaire distale, les adénocarcinomes papillaires, acinaires, solides ou mixtes
peuvent naitre depuis la bronche jusqu’a 1’alvéole et se présenter donc soit sous la forme d’une
lésion endobronchique soit sous la forme d’une masse périphérique parenchymateuse. La
forme bronchioloalvéolaire correspond a un adénocarcinome présentant une forme pure a
croissance lépidique le long des parois alvéolaires sans envahissement de I’interstitium
alvéolaire, ni envahissement vasculaire ou pleural. Les carcinomes bonchioloalvéolaires
mucineux ont tendance a former des nodules satellites par voie aérogéne pour réaliser des

aspects pseudo-pneumoniques multicentriques.
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Formes variantes : adénocarcinome bien différencié de type feetal, adénocarcinome
colloide muqueux, cystadénocarcinome mucineux, adénocarcinome a cellules en bague a

chaton, adénocarcinome a cellules claires.

Les hyperplasies alvéolaires atypiques représentent les lésions précurseurs des
adénocarcinomes, les étapes de progression des AAH vers un adénocarcinome ayant éte
plusieurs fois proposées sans que cette progression n’ait été observée ou confirmée
longitudinalement (Shimosato et al 1982, Kodama et al 1986, Miller 1990, Kerr 2001, Kerr et
al 1994, Aoyagi et al 2001). Elles sont observées chez 20% des patients opérés pour cancer
pulmonaire et seulement chez 5% des patients sans cancer pulmonaire. Ces lésions ne sont
généralement pas visibles a I’ceil nu, et correspondent a un groupe millimétrique d’alvéoles
bordees de cellules de type Clara ou pneumonocytes de type Il qui forment un alignement
discontinu le long des parois alvéolaires. Il n’y a par définition ni fibrose ni inflammation, bien
qu’en pratique, les parois alvéolaires puissent étre épaissies par un dépdt de collagene et
quelques lymphocytes (Figure 1J). Si la plupart (75%) mesure entre 1 et 3 mm, certaines AAH
peuvent atteindre 19 mm. La distinction avec un carcinome bronchioloalvéolaire peut parfois
étre ténue et méme si Miller a suggéré que toute Iésion de plus de 5 mm soit un carcinome, la
plupart des experts reconnaissent que certaines petites lésions sont tres atypiques (par la
présence de cellules cylindriques formant une rangée presque continue le long de la paroi
alvéolaire, ébauchant des structures papillaires et présentant des atypies cytologiques) et sont
trés probablement a considérer comme des carcinomes bronchioloalvéolaires quand a I’inverse

des lésions de grande taille mais tres réguliéres sont de simples AAH.

4. Carcinomes a grandes cellules

Il s’agit de tumeurs malignes ne présentant pas les criteres de différenciation des
carcinomes épidermoides, glandulaires ou a petites cellules. Il s’agit donc d’un diagnostic
d’exclusion dans sa forme commune contrairement a ses variants.

Formes variantes: le carcinome neuroendocrine a grandes cellules présente
typiqguement une architecture organoide associant rosettes et palissades périvasculaires
traduisant une différenciation neuroendocrine. L’activité mitotique est élevée (plus de 11
mitoses pour 10 champs & fort grandissement ou pour 2 mm?) et la nécrose est abondante

(Figure 1K). Ce diagnostic doit étre confirmé par I’immunohistochimie (Figure 1L) ou la

microscopie électronique. Les carcinomes neuroendocrines composites comportent de plus un
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contingent glandulaire, épidermoide, a cellules géantes ou fusiformes, associé au contingent
neuroendocrine.

Le carcinome basaloide est constitué de cellules d’aspect basal, cubiques ou
fusiformes au cytoplasme reduit, qui se disposent en lobules, travées et forment des palissades
périlobulaires. Il n’y a pas de ponts intercellulaires ni de kératinisation. La nécrose
comédonienne est fréquente et des rosettes sont observées dans un tiers des cas (Figure 1M).
L’immunohistochimie est négative pour les marqueurs neuroendocrines mais met en évidence
une expression des cytokératines 1, 5, 10, 14 (Figure 1N) (Sturm et al 2003). Lorsque cette
forme s’associe a un contingent épidermoide, elle correspond a la variante basaloide du
carcinome épidermoide. Plus de la moitié des cas s’accompagnent de carcinomes in situ
étendus et ces tumeurs sont volontiers proximales et forment des Iésions endobronchiques. La
survie de ces patients aux stades I-11 est deux fois plus courte que celle des patients atteints de
carcinomes épidermoides (606 jours versus 1218 jours) (Brambilla et al 1992).

Autres variants : carcinome lymphoépithélial, carcinome a cellules claires, carcinome

a phénotype rhabdoide.

5. Carcinomes adénosquameux

Tumeurs malignes associant un contingent glandulaire et un contingent épidermoide,

chacun devant représenter au moins 10% du volume tumoral.

6. Carcinomes sarcomatoides

Il s’agit de carcinomes non a petites cellules, soit pléiomorphes c'est a dire associant
des contingents épidermoides, glandulaires ou a grandes cellules avec des contingents a
cellules géantes et/ou a cellules fusiformes, soit de carcinomes a cellules fusiformes purs, de
carcinomes a cellules géantes purs, ou encore de carcinosarcomes et de blastome pulmonaire

(toujours biphasique).
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7. Tumeurs carcinoides

Tumeur caractérisée par une architecture dite organoide traduisant une différenciation
neuroendocrine, associant des travées, un aspect insulaire, des palissades et des arrangements
en rosettes.

Les carcinoides typiques présentent moins de deux mitoses pour 10 champs a fort
grandissement et jamais de nécrose (Figure 10). Par contre, ils peuvent présenter des atypies
cytologiques, une cellularité accrue et une invasion lymphatique.

Les carcinoides atypiques présentent entre deux et 10 mitoses pour 10 champs et /ou
des foyers de nécrose focale (Figure 1P).

L’hyperplasie neuroendocrine diffuse idiopathique (DIPNECH) correspond a une
hyperplasie des cellules neuroendocrines des voies aériennes sous la forme de cellules isolées
disposées le long de la basale bronchique ou bronchiolaire, ou formant de petits nodules
(neuroendocrine bodies), ou encore a disposition linéaire, mais n’envahissant pas la membrane
basale épithéliale. Elle peut étre observée en association avec une fibrose oblitérative
bronchiolaire, mais également indépendamment de toute fibrose ou inflammation interstitielle
ou des voies aériennes. Cette hyperplasie des cellules neuroendocrines est également retrouvée
dans 75% des cas au sein de la muqueuse des bronches ou bronchioles a proximité de
carcinoides, mais alors focale et non diffuse, et cette forme n'entre donc pas dans l'entité
DIPNECH. Lorsque ces nodules hyperplasiques se développent en de¢a ou au dessous de la
lame basale épithéliale, la Iésion devient une tumorlet. Si elle excede 5 mm, elle doit étre

considérée comme une tumeur carcinoide.

8. Autres tumeurs épithéliales malignes

Carcinomes des glandes salivaires, carcinome mucoépidermoide, carcinome adénoide

kystique.
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Figure 1: Illustration des principaux types histologiques de cancers pulmonaires

Figure 1A: Carcinome malpighien bien différencié (HES)

Figure 1B: Carcinome malpighien-variante basaloide squameux (HES)

Figure 1C: Carcinome a petites cellules (HES)

Figure 1D: Carcinome a petites cellules: immunomarquage a l'aide de Il'anticorps
123C3 anti CD56 ou molécules NCAM

Figure 1E: Adénocarcinome mixte (HES)

Figure 1F: Adénocarcinome acinaire (HES)

Figure 1G: Adénocarcinome papillaire (HES)

Figure 1H: Adénocarcinome solide a sécrétion intracellulaire de mucus (HES)

Figure 11: Carcinome bronchiolo alvéolaire (HES)

Figure 1J: Hyperplasie Alvéolaire Atypique (HES)

Figure 1K: Carcinome neuroendocrine a grandes cellules (HES)

Figure 1L: Carcinome neuroendocrine a grandes cellules: immunomarquage a l'aide de
I'anticorps 123C3 anti CD56 ou molécules NCAM

Figure 1M: Carcinome basaloide (HES)

Figure IN: immunomarquage a l'aide de I'anticorps 34 béta E12 anti cytokératines 1, 5,
10, 14.

Figure 10: Carcinoide typique (HES)

Figure 1P: Carcinoide atypique (HES)
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La classification histopathologique pTNM définit le stade histologique d extension
d’une tumeur en tenant compte de I’analyse anatomopathologique de la piece de résection
tumorale. Elle traduit le degré d’invasion de cette 1ésion et sert de base a la prise en charge
thérapeutique des patients et aux études épidémiologiques. Elle repose sur trois criteres : la
taille de la tumeur et son extension aux structures adjacentes ou T, la présence ou I’absence de

métastases ganglionnaires ou N et la présence ou I’absence de métastases a distance ou M.

Tableau I: classification Pathologique pTNM des carcinomes pulmonaires d’apreés

PPUICC 2002

pT. Tumeur primitive

pTO : pas de tumeur

pTis : carcinome in situ

pT1: tumeur de 3 cm maximum sans invasion bronchoscopique d’une bronche souche

pT2 : tumeur de plus de 3 cm, ou envahissant une bronche souche & plus de 2cm de la caréne, ou envahissant la
plévre viscérale ou associée & une atélectasie ou une pneumonie obstructive

pT3 : Tumeur envahissant la paroi thoracique, le diaphragme, la plévre médiastinale ou située & moins de 2 cm de
la caréne ou associée a une atélectasie ou une pneumonie obstructive de tout un poumon

pT4 : Tumeur envahissant le médiastin, le coeur, les gros vaisseaux, la trachée, 1’cesophage, le corps vertébral, la

caréne, associée a une pleurésie maligne ou deux nodules dans le méme lobe

pN. Ganglions lymphatiques régionaux

pNO : pas de métastase ganglionnaire

pN1 : métastase dans les ganglions péribronchiques homolatéraux ou hilaires homolatéraux ou intrapulmonaires
PN2 : métastase dans les ganglions homolatéraux médiastinaux ou sous carénaires

pN3 : métastases dans les ganglions controlatéraux médiastinaux, hilaires ou supraclaviculaires

pM. Métastases a distance
pMO : pas de métastase

M1 : métastase a distance incluant deux nodules dans deux lobes différents

Stades TNM

0: Tis NOMO A : TIN2MO T2N2MO T3N1IMO T3N2MO
IA : TINOMO 1B : N3MO

IB : T2NOMO IV :M1

1B : T2N1IMO T3NOMO
A : T2N1MO
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111 Histologie des lIésions prénéoplasiques bronchiques

D’une manicre générale, les 1ésions dysplasiques, de degré croissant 1égeres, modérées
et séveres et les carcinomes in situ de 1’épithélium bronchique ressemblent a ceux de
1”épithélium cervical ou des voies aéro- digestives supérieures.

Les criteres objectifs entrant dans la définition de chaque Iésion prennent en compte la
taille et les aspects nucléaires des cellules épithéliales ainsi que la maturation, 1’orientation et

I’épaisseur de 1’épithélium.

La dysplasie légere (Figure 2C) se caractérise par un bouleversement architectural et
cytologique minime : 1’épithélium est le siége d’une métaplasie malpighienne dont les assises
basales sont hyperplasiques. Cependant 1’augmentation de la cellularité s'associe a des
atypies cytonucléaires et un pléiomorphisme minime se limitant au premier tiers de
I’épithélium. Les noyaux parfois hyperchromatiques ont tendance a s’orienter verticalement.
Les mitoses sont absentes. La dysplasie Iégere differe de I’hyperplasie basale (ou « basal cell
hyperplasia ») qui correspond a une simple augmentation d’épaisseur de 1’assise basale qui
dépasse 3 rangées cellulaires sans atypies. L hyperplasie basale pourrait étre la lésion
précurseur de la métaplasie malpighienne immature.Cette derniere correspond a un épithélium
en voie de différenciation malpighienne occupant la partie inférieure de I’épithélium. Celui ci
est surmonté en surface par un épithélium glandulaire respiratoire. La métaplasie
malpighienne est dite mature lorsque les cellules superficielles de 1’épithélium s’aplatissent en
surface et sont dépourvue de cils. Ni I’hyperplasie ni la métaplasie malpighienne ne

présentent d’atypies cellulaires.

La dysplasie modérée (Figure 2D) présente des atypies cytologiques modérées en
matiere d’hyperchromatisme et de pléiomorphisme, mais les noyaux sont orientés
verticalement et la chromatine reste finement granulaire; ces anomalies occupent les deux
tiers de I’épithélium et 1’épaisseur de cet épithélium est toujours augmentée. La maturation
demeure visible jusqu’a la partie supérieure de I’épithélium. Les mitoses sont observées au

premier tiers.

La dysplasie sévére (Figure 2E) présente un pléiomorphisme cellulaire marqué et la

chromatine est grossiére. La maturation des cellules a presque disparu mais ’orientation des
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cellules basales est distincte. Les atypies nucléocytoplasmiques et les mitoses occupent les
trois tiers de I’épithélium dont I’épaisseur est importante. En surface, les cellules conservent

leur tendance a I’aplatissement.

Le carcinome in situ (Figure 2F) se caracterise parfois mais pas systématiquement
par une augmentation de I’épaisseur de I’épithélium. Les atypies cytologiques et le
pléiomorphisme sont majeurs, les mitoses s’observent a tous les niveaux et la maturation est
inapparente si bien que 1’épithélium n’est plus orientable. Certains carcinomes in situ
présentent un aspect considérablement €paissi de 1’épithélium qui devient parfois polypoide,

exophytique et papillaire.

Les lésions dysplasiques angiogéniques (ou «angiogenic squamous dysplasia »)
décrites par Keith et al (2000) sont définies par un épithélium malpighien hyperplasique ou
dysplasique et papillomateux surmontant un chorion richement vascularisé dont les capillaires
s’immiscent au sein de 1’épithélium (Keith et al 2000). 60% de ces 1ésions ne se détectent
qu’en fibroscopie en lumiere fluorescente (cf chapitre Approche clinique et diagnostic
précoce des Iésions prénéoplasiques) et elles ne s‘observent que chez les fumeurs. Elles sont
dues a une augmentation de la densité microvasculaire (MVD ou microvascular density) et
sont fréquemment associées a une perte d’un allele en 3p mais ne présentent que rarement de

mutation de p53.

Bien que les criteres histologiques permettant le diagnostic de lésions prénéoplasiques
soient clairement définis (Tableau I1), leur reproductibilité est parfois mise en doute car elle
dépend largement de 1’expérience des pathologistes. Par ailleurs la significativité clinique de
cette classification reste a démontrer, et certains considérent qu’une simple distinction entre
Iésions prénéoplasiques de bas grade et Iésions de haut grade serait suffisante. Néanmoins la
place de la dysplasie modérée comme appartenant aux lésions de bas grade ou aux lésions de

haut grade est discutée et varie selon les auteurs.
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Tableau I1: Criteres histologiques pour le diagnostic des dysplasies

bronchiques et carcinome in situ selon I’OMS (Travis et al 2004)

Type de Epaisseur Taille cellulaire Maturation/orientation Noyaux
dysplasie
Dysplasie |Légerement | Légérement Maturation continue de Légére variation du
legére augmentée augmentée, I'assise basale a la surface de [rapport N/C, chromatine
anisocytose et I'épithélium, zone basale finement granulaire,
pléiomorphisme | épaissie par une angulation minime,
minimes accumulation de cellules nucléoles discrets ou
dans le premier tiers de absents, noyaux orientés
I'épithélium. Zone verticalement au sein du
intermédiaire conservée, premier tiers, mitoses
aplatissement en surface des @bsentes ou trés rares
cellules épithéliales
Dysplasie | Modérément | Augmentation Maturation partielle de Variation modérée du
modérée | augmentée modérée de taille, |I'assise basale a la surface, [atio N/C, chromatine
cellules souvent | expansion des assises finement granuleuse,
petites, basales par une angulations, incisures et
anisocytose et accumulation de cellules lobulations nucléaires,
pléiomorphisme | gagnant les deux tiers nucléoles discrets ou
modérés inférieurs de I'épithélium,  @bsents, noyaux orientés
zone conservée confinée au erticalement au sein des
tiers supérieur, aplatissement (deux tiers inférieurs,
en surface des cellules mitoses présentes au
épithéliales niveau du premier tiers
Dysplasie | Trés Tres nettement Faible maturation de I'assise [Ratio N/C élevé ou
sévere nettement augmentée, basale a la surface, variable, chromatine
augmentée anisocytose et expansion des assises dense ou hétérogene,
pléiomorphisme | basales par une Angulations nucléaires et
marqués accumulation de cellules replis marqués, nucléoles
gagnant le dernier tiersde  souvent présents et
I'épithélium, zone conservée proéminents, noyaux
trés réduite, aplatissement  |orientés verticalement au
en surface des cellules sein des deux tiers de
épithéliales I'épithélium, figures
mitotiques présentes au
sein des deux tiers de
I'épithélium.
Carcinome | Augmentée ou | Peut étre Absence de maturation de  [Ratio N/C élevé ou
in situ non augmentee de I'assise basale a la surface, wvariable, chromatine

facon nette,
anisocytose
potentiellement
marquee,
pléiomorphisme

I'épithélium est non
orientable et peut étre
inversé sans changement,
expansion des assises
basales par une
accumulation de cellules
gagnant tout I'épithélium,
zone conservée absente,
aplatissement en surface
restreint aux cellules
épithéliales les plus
superficielles

dense ou hétérogene,
Angulations nucléaires et
replis proéminents,
nucléoles pouvant étre
présents ou discrets,
absence d'orientation
gvidente des noyaux par
rapport a la surface de
I'épithélium, figures
mitotiques présentes sur
toute la hauteur de

I'épithélium.
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IV. Approche clinigue : diagnostic précoce des lésions prénéoplasiques

bronchiques

Le pronostic des cancers pulmonaires souvent diagnostiqués tardivement au moment
de I’apparition des symptomes reste redoutable et ce malgré les progres des traitements
chimiothérapiques et radiothérapiques. La mise en ceuvre ces derni¢res années de programmes
de détection précoce des cancers bronchiques chez les patients a risque fumeurs, a pour but
d’améliorer leur prise en charge et de permettre leur diagnostic a un stade précoce opérable,
seule garantie de leur survie prolongée. Il s’agit également de proposer aux patients porteurs
de 1ésions prénéoplasiques de nouvelles thérapeutiques limitant 1’évolutivité et la progression

des lésions dysplasiques vers un cancer invasif.

Jusqu’a il y a encore quelques années, la description de la transformation des 1ésions
prénéoplasiques bronchiques en carcinome invasif était basée sur la description d’anomalies
cytologiques de 1’épithélium bronchique observées sur des prélévements d’expectoration. Ces
études montraient que 40% a 80% des patients présentant des atypies marquées et 10 a 15%
de ceux porteurs d’atypies modérées développeraient un cancer invasif au cours des 5 a 10
prochaines années, tandis qu’a I’inverse, les dysplasies légeres étaient considérées comme des
lésions au faible risque d’évolutivité (Risse et al 1988, Band et al 1986, Frost et al 1986).
Néanmoins ces données morphologiques sont seulement le reflet d'un processus de
canceérisation diffus ou « en champ » de ’ensemble de I’arbre bronchique, et ne permettent
pas de fournir d’informations précises quant au diagnostic histologique et a la topographie

précise des lésions, ni d’en définir I'évolutivité.

Grace a I’amélioration des techniques d’imagerie endoscopique basées sur les
propriétés d’autofluorescence de la muqueuse bronchique, il est maintenant possible d’établir
une cartographie des zones précancéreuses bronchiques et surtout de détecter avec une plus
grande sensibilité les Iésions dysplasiques peu visibles en endoscopie standard. Ainsi les
cancers occultes, qui correspondent dans 75% a des carcinomes in situ ou microinvasifs
prédominant au niveau de 1’arbre bronchique proximal, ne seraient détectées en endoscopie
standard en lumiére blanche que dans 30% des cas (Saito et al 1992). La technique

d’endoscopie par autofluorescence utilise le défaut de fluorescence de la muqueuse
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pathologique comparativement a la muqueuse saine aprés excitation par la lumiére
ultraviolette. Plusieurs systemes sont actuellement proposés dont le systeme LIFE (Lung
Imaging Fluorescence Endoscope) utilise a Grenoble qui utilise une source laser Hélium-
Cadmium de 442 nm et permet la visualisation des Iésions dysplasiques en négatif par rapport
a I’épithélium normal alentour. Ainsi, en comparaison avec une technique d’endoscopie
standard, le systeme LIFE permet une amélioration de la sensibilité de détection des lésions
dysplasiques de haut grade et des CIS variant de 28 a 68% et une perte en matiere de
spécificité de 24 a 66% selon les études (Lam et al 1998, Kato et al 1998, Venmans et al
1996, Vermylen et al 1999, Hirsch et al 2001). Pour les cancers invasifs, cette technique
s’avere également meilleure, offrant un gain de sensibilité de 30%. (Lam et al 1998). A noter
néanmoins que le nombre de faux positifs en lumiere blanche et plus encore en fluorescence
reste elevé et que la rentabilité de cet examen reste trés dépendante de |'expérience de
I’opérateur.

D’aprés 1’étude de Bota et al (2001) qui a porté sur 416 biopsies bronchiques réalisees
chez 104 patients sous fibroscope LIFE sur une période de 2 ans, sur 36 biopsies réalisées sur
un ¢épithélium normal ou métaplasique, 6 soit 16% ont révélé D’apparition de lésions
dysplasiques de bas grade. En ce qui concerne les hyperplasies, globalement 1/3 ont régressé,
1/3 ont persisté et 1/3 ont progressé en dysplasies Iégeres a modérées. Les dysplasies légéres
et modérées diagnostiquées sur la premiere biopsie ont quant a elles régressé en métaplasie
malpighienne ou en épithélium normal dans environ 2/3 des cas respectivement, 1/3 sont
restées stables, et 3.5% seulement ont évolué en dysplasies sévéres. Un tiers des dysplasies
séveres ont progressé vers un CIS ou récidivé, les 2/3 ayant régressé en Iésion de bas grade ou
ayant laissé place a un épithélium normal. Enfin 12% des CIS ont régressé sous la forme de
lésions de bas grade ou d’un épithélium normal tandis que 87% ont persisté et ont été traités
par voie endoscopique (Bota et al 2001). D’aprés Deygas et al (2001) sur 35 CIS traités par
cryothérapie, seuls 9% a 1 an et 28% a 4 ans présentent une récurrence. D’autres études
montrent des évolutions plus péjoratives des CIS, notamment Venmans et al (2000) qui
observent une progression vers un cancer invasif en 6 mois de la moitié des CIS. D’apres
Moro- Sibilot et al (2004) sur 31 CIS, 17% progressent a 1 an et 63% a 3 ans, sur une série
qui inclut cependant 8 patients non traités et 17 traités par cryothérapie. Le fait que les
patients presentent ou non un cancer synchrone ou métachrone aux Iésions prénéoplasiques de
haut grade ne semble pas influencer 1’évolution des ces derniéres (Moro-Sibilot et al 2004,

Bota et al 2001).
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Il reste a prouver que les régressions ne sont pas des résections par biopsies et que les
Iésions retrouvées dans le suivi ne sont pas des lésions voisines des précedentes et
préexistantes. En effet la dimension (quelques centaines microns) des lésions prénéoplasiques
n‘autorise pas réellement les études longitudinales par biopsies répétées. De plus, les
recommandations sur la conduite a tenir devant les lésions prénéoplasiques de haut grade
varient : classiquement le traitement préconisé est une résection chirurgicale au risque de
priver des patients souvent porteurs par ailleurs d’insuffisance respiratoire liée au tabagisme,
de parenchyme pulmonaire. Les traitements endobronchiques, comme la photothérapie,
I’¢lectrocautérisation ou la cryothérapie permettent de préserver le parenchyme pulmonaire

tout en assurant un contréle local de la maladie préinvasive ou microinvasive.

De la méme maniére que les lésions pré invasives se développent préférentiellement
chez des patients déja porteurs de cancer, la progression des lésions de bas grade vers des
Iésions de grade plus élevé est probablement plus importante chez les patients déja porteurs
par ailleurs d'autres lésions de haut grade, témoignant d’un processus déja avancé de
cancérisation en champ (Bota et al, 2001 Moro- Sibilot et al 2004, Breuer et al 2005). Ainsi
selon Bota et al 87.5% des CIS persistent ou progressent en lésions invasives tandis que
seulement 2.5% des lésions de bas grade évoluent vers une lésion de plus haut grade, ce
pourcentage augmentant significativement (6.1%) lorsque ces lésions sont associées a des
Iésions de haut grade (Bota et al 2001). Dans une série plus récente ayant porté sur 134
Iésions préneoplasiques diagnostiquées par endoscopie classique ou de type LIFE chez 52
patients (dont 23% de fumeurs), 32% des dysplasies séveres contre seulement 9% de
dysplasies légeres et de métaplasies malpighiennes (Breuer et al 2005). Toutes histologies
confondues, 54% des lésions prénéoplasiques régressent tandis que 26 % des lésions de bas
grade et 39% des lésions de haut grade progressent, suggeérant un taux constant de progression
dans le temps des lésions prénéoplasiques quelque que soit leur histologie intiale. Selon les
auteurs de cette etude, certains clones dysplasiques de lésions de bas grade présentent déja des

anomalies moléculaires et génétiques irréversibles et sont donc potentiellement malins.
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V. Carcinogenése bronchigue : processus multi-étapes et champ de

canceérisation

Il existe un grand nombre de travaux expérimentaux chez I’animal (Melamed et
Zaman 1982, Nasiell et al 1987, Nettesheim et al 1982) suggérant une progression depuis les
dysplasies vers le carcinome in situ puis vers le carcinome invasif. La modification la plus
précoce de 1’épithélium est I’hyperplasie des cellules basales, et cette hyperplasie du
compartiment des cellules de reserve correspond probablement a un des premiers événements
du processus de carcinogenése multi- étapes. Sous I’influence d’une stimulation/ irritation par
les carcinogénes du tabac, ces cellules amorcent une métaplasie malpighienne.
L’accumulation de nouvelles agressions nucléaires conduira ensuite les cellules a 1’état de
dysplasie puis de carcinome in situ ou elles acquierent un génotype et un phénotype
anormaux. Cependant ce processus séquentiel longitudinal n'a pas fait ses preuves, une
évolution plus directe d'une lésion prénéoplasiques de quelque degré que ce soit a un
carcinome invasif étant possible (McWilliams et al 2003).

Les études expérimentales suggerent que toutes ces modifications seraient réversibles
si I’agent stimulant ou les carcinogénes étaient supprimés (Nasiell et al 1987, Nettesheim et al
1982) et que les lésions dysplasiques pourraient croitre et décroitre en fonction de la dose et
de la durée d’exposition aux carcinogénes. Néanmoins, les altérations moléculaires persistent

méme quand les 1ésions s’amendent histologiquement.

Parallelement a ces modifications morphologiques les cellules dysplasiques
accumulent des anomalies génétiques et moléculaires leur permettant d acquérir de nouvelles
capacités de prolifération, de résistance a I’apoptose, de progression et d’invasion.
L’apparition d’un cancer résulte donc d’une accumulation séquentielle d’altérations
génétiques et épigénétiques (Chung et al 1996, Sozzi et al 1992, Thiberville et al 1995,
Wistuba et al 2000a) qui pour la plupart sont dues aux agents carcinogénes du tabac
(Volgenstein et Kinzler 1993, Auerbach et al 1974, 1979). La présence de certaines d entre
elles (pertes d alléle, méthylation) s observe déja au sein de 1’épithélium bronchique normal,
hyperplasique ou en métaplasie malpighienne des fumeurs ainsi qu’au niveau de 1’épithélium
alvéolaire, avant méme 1’apparition d’authentiques 1ésions dysplasiques suggérant donc que

leur apparition précede celle des lésions histologiques (Mao et al 1997, Witsuba et al 2000b).
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Ces anomalies moléculaires et génétiques sont de plus multicentriques traduisant donc
une atteinte diffuse de I’arbre bronchique qui peut présenter différents types d’anomalies a
différents sites, d’évolution, de degré de gravité et de rapidité d'accumulation variables. Ce
mode d’atteinte de 1’épithélium bronchique est appelé « champ de cancérisation » (Strong et
al 1984, Slaughter et al 1953). Le processus de cancérogenése est donc multicentrique et multi

étapes tant sur le plan phénotypique que génétique.

L’accumulation de ces anomalies génétiques et épigénétiques, et plus globalement
moléculaires, favorise la croissance excessive, le potentiel d’envahissement local et la
capacité de métastaser. Ces anomalies affectent donc plus particulierement des génes
impliqués dans la régulation du cycle cellulaire tels que les oncogénes qui favorisent la
croissance cellulaire, les genes suppresseurs de tumeur qui inhibent cette croissance et les
génes régulant la mort cellulaire programmée ou apoptose. Ainsi environ 50 geénes
suppresseurs de tumeurs et plus de 100 oncogenes ont été identifies. Les alleles mutants des
oncogenes sont considérés comme dominants car 1’altération d’un seul all¢le suffit a entrainer
une transformation cellulaire, cette altération étant due soit & une mutation, une translocation
ou une amplification génique; a I'inverse ’inactivation d’un gene suppresseur de tumeur
nécessite I’altération des deux alleles, par mutation, délétion ou méthylation par exemple, ces
génes étant donc considérés comme récessifs. Les génes impliqués dans 1’apoptose peuvent se
comporter soit comme des génes dominants antiapoptotiques soit comme des genes récessifs
proapoptotiques. D’autres catégories de genes sont également impliquées dans la
carcinogenése incluant les génes codant pour des protéines de migration cellulaire,
d'angiogenese, des protéines réparatrices de ’ADN et d'immortalité cellulaire comme la

télomérase.
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V1. Anomalies cytogénétigues au cours du processus de champ de

canceérisation

Un certain nombre d'anomalies génétiques ont été observees dans le processus de
carcinogenése bronchique mettant donc en cause des mutations d oncogenes et des mutations
ou des pertes d'hétérozygotie au niveau de loci de génes suppresseurs de tumeurs. Ces
anomalies intéressent préférentiellement les chromosomes 1, 3, 5, 6, 9, 11, 13, 17 et 18. Les
altérations du bras court du chromosome 3 sont les plus fréquentes et les plus précoces dans
les cancers pulmonaires, et s’observent dans 100% des carcinomes a petites cellules et 90%
des carcinomes non a petites cellules. Ces délétions en 3p sont donc précoces dans la
carcinogenese bronchique et apparaissent de fagon clonale dans 1’épithélium respiratoire des

fumeurs. La région contient un certain nombre de genes suppresseurs de tumeur.

Gréace a I'apport de la technique de CGH (Comparative Genomic Hybridization), un
nombre accru de copies des régions 3q, 5p, 8q, 17q et 19g dans les carcinomes non a petites
cellules et 3q, 5p, 8p et Xq dans les carcinomes a petites cellules a été mis en évidence, de
méme que des diminutions du nombre de copies des régions 3p, 5q, 10q, 13q et 17p. Les
pertes les plus fréquentes observées dans les carcinomes non a petites cellules en dehors des
délétions en 3p sont en 1p, 4q, 59, 6q, 8p, 9p, 13q et 17p, et en 5q, 13qg, 17p dans les
carcinomes a petites cellules (Schwendel et al 1997, Michelland et al 1999, Petersen et al
1997).

D’apres Wistuba et al (1997), environ 30% des épithéliums histologiquement normaux
et 42% des métaplasies et hyperplasies prélevés chez des patients fumeurs, présentent au
moins une perte d’hétérozygotie en 3pl12, 3pl14.2, 3p14.1-21.3, 3p21, 3p22-24, 3p25, 50922,
9p21, 13914 et 17p13. 1l existe de plus une augmentation croissante du nombre de LOH en
fonction du grade de dysplasie des lésions prénéoplasiques. Les anomalies les plus précoces
affectent les régions 3p21, 3p22-24, 3p25 et 9p21 et la taille de la délétion en 3p augmente
également en fonction du degré de sévérité des lésions histologiques. De méme, la perte au
niveau du locus de p53 en 17p13 s’observe préférentiellement dans les dysplasies et les CIS.
Enfin ces pertes d’hétérozygotie surviennent de facon clonale et indépendante dans le temps

et dans I’espace, corroborant le concept de champ de cancérisation.
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ONCOGENES ET GENES SUPPRESSEURS DE TUMEUR

. Oncogenes

Les oncogénes responsables de la carcinogenese dérivent de proto oncogenes
impliqués dans la croissance et la différenciation cellulaire normales. Les oncogénes codent
pour des protéines souvent dépourvues d’éléments regulateurs et dont la production par des
cellules transformées ne dépend pas nécessairement de facteurs de croissance ou d’autres
signaux externes. Ces protéines représentent ainsi des formes altérées de protéines normales et
sont classées en fonction de leur réle dans la transduction du signal et dans la régulation du
cycle cellulaire. Ainsi nous détaillerons les protéines transductrices du signal de croissance
comme ras, les protéines effectrices et facteurs de transcription comme myc, et les
oncoprotéines assurant des fonctions de facteurs de croissance ou de récepteurs de facteur de

croissance et de régulateurs du cycle cellulaire comme les cyclines.

1. Famille du géne ras

Il s’agit d’une famille de proto oncogeénes impliqués plus particulierement dans la
genese des adénocarcinomes pulmonaires. Les genes ras (K-ras, H-ras et N-ras) codent pour
trois protéines membranaires de 21 kDa qui appartiennent a la méme famille que rho, rac et
rab et qui régulent les modifications du cytosquelette et le transport vésiculaire et nucléaire.
Elles interviennent également dans la prolifération cellulaire par I'intermédiaire de la
transduction de signaux de prolifération ou de différenciation en fonction de I’état des cellules
(Jacobson 1998). La protéine Ras sauvage est capable de fixer le GTP (guanosine
triphosphate) et posseéde une activité intrinseque GTPasique responsable d’une hydrolyse du
GTP fixé en GDP. La protéine Ras devient activée par la fixation du GTP et active raf-1, une
MAP-kinase-kinase-kinase qui est son effecteur direct, et qui forme un complexe et
phosphoryle une MAP kinase-kinase (MAPKK) telle que MEK (MAP kinase ERK activating
kinase), qui phosphoryle son tour les MAP kinases ERK1 et ERK2 (extacellular signal
regulated kinase) capables de le transloquer dans le noyau pour activer des facteurs de
transcription dont C-fos et C-jun (complexe AP-1) et induire la synthése d’ADN. C-raf-1

pourrait étre impliqué dans la carcinogenese bronchique, son locus étant situé en 3p25, site de
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fréguentes délétions dans les cancers pulmonaires (Graziano et al 1991). Cependant aucune
mutation de c-raf-1 n’a été détectée dans ces cancers et c-raf-1 est souvent hyper exprimé

(sans mutation) dans les cancers a petites cellules.

Les protéines Ras participent donc & la transmission de signaux de croissance issus de
la fixation de récepteurs tyrosine kinases a leur ligand (EGF, HER2/neu, IGF1, PDGF). A
I’inverse, quand le GTP est hydrolysé en GDP, la protéine revét alors une forme inactive. Par
contre, lorsque le géne ras est muté par un simple changement de base, 1’oncoprotéine perd sa
capacité¢ a hydrolyser le GTP en raison d’une mutation sur le site GTPasique et devient
constitutivement active et stimule en permanence différents facteurs de transcription
nucléaires impliqués dans la prolifération cellulaire, comme Fos et Jun qui forment le

complexe AP1.

Les oncogenes ras sont généralement activés par des mutations ponctuelles des codons
12, 13 ou 61, 90% de ces mutations concernant le codon 12 dans les cancers bronchiques. Ces
mutations sont observées dans 15 a 30% des adénocarcinomes et sont exceptionnelles dans les
autres cancers non a petites cellules sauf les adénosquameux. Elles sont absentes dans les
carcinomes a petites cellules (Rodhenhuis et al 1992, Slebos et al 1990). Elles sont observées
chez moins de 10% des non-fumeurs, argument en faveur de ’implication des agents
carcinogenes du tabac dans leur genése. La majorité des mutations de c-K- ras (70%) affectent
donc le codon 12 et sont des transversions G vers T, responsables d’une substitution de la
glycine par la cystéine (GGT en TGT) ou de la glycine par la valine (GGT en GTT). Le
benzo(a)pyrene et les nitrosamines de la fumée de tabac favorisent 1’apparition in vitro de
mutations identiques affectant le codon 12, ce type d’anomalie étant également observé dans
les mutations du géne p53 ; elles sont caractéristiques des 1ésions de I’ADN provoquées par

ces carcinogenes (Greenblatt et al 1994).

L’influence de ces mutations sur le pronostic des cancers bronchiques est encore
discutée; certains auteurs ont suggéré que les mutations de ras seraient associées a un mauvais
pronostic dans les carcinomes non a petites cellules pulmonaires a la fois a des stades
précoces et avancés (Sugio et al 1992, Rosell et al 1993, Keohavong et al 1996), tandis que
d’autres ne retrouvent pas de corrélation au pronostic (Siegfried et al 1997) ni d’association a

une chimiorésistance (Tsai et al 1993, Rodenhuis et al 1997).
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Les raisons de la prédominance voire de 1’exclusivité des mutations de ras dans les
adénocarcinomes ne sont pas claires : une des hypothéses est que ces mutations entraineraient
une modification de la différenciation cellulaire et donc favoriserait I’émergence de ce type de
carcinome. Ces mutations seraient plus fréquentes dans les adénocarcinomes d’origine
bronchioloalvéolaire (Cooper et al 1997) plutbt que bronchique pour certains alors que pour
d’autres ce sont surtout les cellules caliciformes mucipares bronchiques qui seraient les plus
exposees aux mutations de K ras (Tsuchiya et al 1995, Yakubovskaya et al, Urban et al 2000,
Keohavong et al 2001). Ces mutations surviendraient précocement au cours de la genese des
adénocarcinomes comme en témoigne leur présence dans les hyperplasies alvéolaires
atypiques (Westra et al 1996), et ne seraient pas détectées au sein du parenchyme pulmonaire
normal (Sugio et al 1994, Urban et al 1996). L'influence des mutations de K-ras et la
chronologie de leur apparition dans la carcinogenése bronchique sont également contestées ;
selon Sugio et al (1994), les mutations de K-ras ne s’observeraient pas dans les métaplasies ni
méme les dysplasies bronchiques (Sugio et al 1994, Urban et al 1996). La détection de
mutation de K-ras dans des expectorations bronchiques de patients porteurs de cancer
pulmonaire serait corrélée a la présence concommitante d'un cancer (Kertsing et al 2000,
Sommers et al 1999). Par ailleurs, deux séries plus récentes restent sujettes a controverse
(Urban et al 2000, Keohavong et al 2001), mettant en évidence une détection de mutation de

ras dans 20% des bronches normales.

2. Genes de la famille myc

La stimulation de ras qui induit une cascade de signaux de transduction aboutit a une
activation de facteurs de transcription via le complexe AP (fos-jun) dont myc qui appartient a
la famille des facteurs de transcription HLHLZ ou « helix loop helix leucine zipper »
(fermeture éclair a leucine et hélice boucle hélice). La proteine c-Myc comporte un domaine
N terminal de transactivation et un domaine C terminal contenant une région basique entourée
de motifs de liaison a I’ADN de type HLHLZ. C-Myc est impliquée dans la croissance des
cellules normales et dans leur prolifération par I’intermédiaire de 1’activation de genes de la
synthése de I’ADN, du métabolisme de I’ARN et du cycle cellulaire (Grandori et Eisenman
1997). Les protéines Myc fonctionnent par hétérodimérisation avec les protéines Max, les
diméres Myc-Max ayant une haute affinité pour les séquences consensus CACGTG qui

activent la transcription d’autres facteurs de transcription. Les diméres activent le promoteur
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cdc25A, qui active a son tour les Cdk2 et 4 stimulant le passage de G1/S. Cdc25A et B
peuvent coopérer pour activer ras lors de la transformation de fibroblastes (Hunter 1997). Les
protéines Max interagissent également avec des protéines Mad de type HLHLZ qui forment
des complexes antagonistes aux dimeres Myc-Max.

Les proto oncogenes c-myc sont des homologues d’un oncogéne d’un rétrovirus
aviaire v-myc. Au sein de la famille des génes myc, c-myc est le plus souvent activé dans les
carcinomes a petites cellules et non a petites cellules pulmonaires, alors que ses homologues
N-myc et L-myc ont uniquement amplifiés dans les carcinomes a petites cellules (Nau et al
1985). L’activation des génes myc se fait par amplification génique ou par dérégulation
transcriptionnelle, et conduit a une hyper expression de la protéine (Krystal et al 1988). Les
genes amplifiés comportent de 20 a 115 copies du géne par cellule et dans la plupart des cas
seul un membre de la famille myc est amplifié. L’amplification génique est généralement

associée a une augmentation d’expression des ARN messagers et de la protéine.

D’un point de vue fonctionnel, c-myc est capable de réprimer des génes de I’arrét du
cycle comme gasl, qui active un arrét du cycle cellulaire p53 dépendant, via gadd45 et p21.
Gas 1 est donc activeé dans les cellules en GO, les maintenant en GO & condition que la protéine
P53 soit sauvage (Lee TC et al 1997, Marhin et al 1997, Del Sal et al 1995).

C-Myc est également un régulateur positif des kinases dépendantes des cyclines
(CDK) G1 speécifiques et particulierement de la cycline E liée a la kinase dépendante des
cyclines CDK2. Dans les tissus tumoraux, c-Myc stimule et empéche 1’inhibition de la cycline
E liee a CDK2 en inhibant les CDK inhibiteurs que sont p27 et probablement p21 et p57 par
des mécanismes post-translationnels et post- transcriptionnels. Ainsi la dérégulation du cycle
cellulaire dans les carcinomes non a petites cellules peut s’expliquer en partie par ’hyper
expression de myc et de ’activité de la cycline E et par I’inactivation par phosphorylation de
Rb conduisant a I’entrée en cycle des cellules tumorales (cf chapitre ultérieur sur la

régulation de Rb).

C Myc favorise la prolifération cellulaire en stimulant des facteurs de croissance tel
que TGFp, qui inhibe a son tour c-Myc et induit la différenciation cellulaire. C Myc joue un
double role car il peut également induire 1’apoptose notamment dans les cellules normales et
en I’absence de facteurs de croissance. Cette induction de I’apoptose dépendante de P53 peut

étre contrecarrée par Bcl2 et I'inactivation de P53. Il est probable que dans les cellules
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tumorales, la voie pro apoptotique de c-Myc soit inactivée au profit de la seule voie
proliférative.

Les anomalies les plus souvent observees dans les cancers pulmonaires sont
I’hyperexpression de Myc par amplification génique ou non. Ainsi 18% des carcinomes a
petites cellules et 8% des cancers non a petites cellules présentent une amplification d’un des
membres de la famille myc (Richardson et Johnson 1993). En revanche, on n’observe pas de
translocations ni de mutations ponctuelles. Cette amplification de myc est également observée
dans les lignées cellulaires (31% des carcinomes a petites cellules et 20% des non a petites
cellules) cependant qu’environ 50% des carcinomes non a petites cellules hyper expriment c-
Myc en I’absence d’amplification génique (Broers et al 1993, Gazzeri et al 1994). 1l ne
semble par exister de corrélation entre 1I’hyper expression de c-Myc et une évolution
péjorative des carcinomes pulmonaires, mais 1’amplification de son geéne serait plus
importante dans les lignées de carcinomes métastatiques, chez des patients traités par

chimiothérapie et dont la survie serait plus courte (Johnson et al 1996).

3. La famille des récepteurs de type tyrosine kinase c-erbB

Les protéines ErbB appartiennent a la superfamille des récepteurs tyrosine kinase ou
(RTK). Les quatre membres de la famille RTK sont les récepteurs de I' EGF (epidermal
growth factor) également appelés ErbB1/HER1/EGFR1, ErbB2/Neu/HER2//EGFR2,
ErbB3/HER3/EGFR3 et ErbB4/HER4/EGFR4. Ces récepteurs ont en commun de posséder un
domaine extracellulaire se lequel se fixe leur ligand, un domaine transmembranaire et un
domaine intra cytoplasmique doté d’une activité tyrosine kinase. Lorsque leurs ligands (cf
infra) vont se fixer sur le domaine extracellulaire des récepteurs ErbB, ils vont entrainer la
formation d’homo ou d’hétéro dimeéres par ces récepteurs, ce qui a pour effet de stimuler leur
activité tyrosine kinase intrinseque et d’entrainer 1’auto phosphorylation des résidus tyrosine
du domaine intracellulaire. Ces résidus phosphorylés servent alors de sites d’arrimage a des
molécules impliquées dans la signalisation et la régulation de signaux intracellulaires en
cascade qui par I’intermédiaire des MAP kinases activent des protéines nucléaires comme la
cycline D1 ou des facteurs de transcription nucléaires comme C-fos, C-myc, C-jun, SP1, NF-
kB.

Les récepteurs ErbB sont exprimés par une grande variété de tissus épithéliaux,

mésenchymateux et neuronaux ou ils jouent un réle dans le développement, la prolifération et
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la différenciation. La dérégulation de ErbB1 et ErbB2 intervient par ailleurs dans différents
cancers humains. La capacité qu’ont les récepteurs de la famille ErbB de former des hétéro

dimeéres permet vraisemblablement de fournir une grande diversité dans la signalisation.

Les ligands de la famille ErbB sont trés nombreux comportant tous un domaine EGF-
like qui leur conféere leur spécificité de fixation. Ces récepteurs sont EGF, TGF alpha
(transforming growth factor), 1’amphiréguline qui fixent spécifiquement ErbBI, Ila
betacellulin (BTC), I’heparin binding EGF (HB-REGF) et 1’épiréguline (EPR) qui fixent
ErbB1 et ErbB4. Les neurégulines (NRG) dont NRG 1 et 2, fixant a la fois ErbB3 et ErbB4,
et NRG 3 et NRG4 fixant ErbB4 et non ErbB3 (Figure 3). Par contre, il n’existe pas de ligand
direct de ErbB2 qui agit en fait comme partenaire avec les autres membres de récepteurs ErbB
dans le processus d’hétérodimérisation et potentialise la signalisation (Beerli et al 1995). A
I’exception de EGF qui peut étre mis en évidence dans des fluides corporels, les autres ligands
agissent sur un mode autocrine et paracrine et se trouvent donc a proximité de leurs

récepteurs.

EGF EPR
TE-F& HB-EGF NR&1 NRG3
BTC NRGZ NRG&4

1
ARSUEIELAEILIAT]  BERLISL o IR g e

Figure 3: Famille des récepteurs ErbB (ErbB1, ErbB2, ErbB3, ErbB4) et leurs
ligands EGF, TGF alpha, EPR, HB-EGF, BTC et les neurégulines NRG
(D apreés Hynes et al 2001)
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Les protéines qui s’amarrent aux résidus phosphorylés des récepteurs ErbB activés
sont des protéines de type SH2 (Src homology 2) c’est a dire contenant un domaine
homologue de Src ou comportant un domaine PTB (phosphotyrosine binding) fixant la
phosphotyrosine. Ces protéines sont des protéines adaptatrices comme Shc, Crk, Grb2, Grb7
et Gabl, des kinases comme Src, Chk et la phosphatidyl inositol 3-kinase (PI-3K) et les
tyrosine-phosphatases SHP1 et SHP2.

Le géne de EGFR1/ErbBL1 est situé en 7p24 ; il est impliqué dans la régulation de la
prolifération épithéliale et la différenciation. Son absence chez la souris knock-out provoque
des anomalies de développement des alvéoles et de la septation pulmonaire (Miettinnen et al
1995 et 1997). EGF, comme TGFa est sécrété par les cellules tumorales sur un mode
autocrine de stimulation de leur croissance (Rachwal et al 1995, Tateishi et al 1990, Rusch et
al 1993). L’activation de ’EGFR survient par liaison du ligand ou par autoactivation et
I’expression de la protéine est appréciable par immunohistochimie. Plusieurs signaux de
transduction sont induites par I’auto phosphorylation de EGFR y compris la cascade Ras-

MAPK, Src et la voie des activateurs de la transcription STAT (Figures 4 et 5).

Ras peut donc étre induit transitoirement par la fixation de EGF sur son récepteur et
auto phosphorylation de celui ci. Cette phosphorylation va entrainer une fixation d’une
protéine Shc qui va fixer a son tour la protéine adaptatrice GrB2 qui va se complexer avec le
facteur Sos (Son of sevenless) ou ras guanine nucleotide exchange protein, pour transformer
le complexe ras-GDP en ras-GTP. Un des effecteurs de ras est la sérine kinase raf-1 qui active

a son tour une MEK kinase (MAPK/ERK kinase) qui activera ERK1 et 2 par phosphorylation.

En paralléle a cette voie de signalisation, une autre voie en aval de ras met en jeu la
protéine kinase B (PKB) appelée encore RAC-PK (protein kinase related to protein kinase A
and C) ou Akt (Franke et al 2003). L’activation de la voie Akt est impliquée dans la
suppression de I’apoptose et de la différenciation et dans la progression du cycle cellulaire.
L’activation de ras par EGF-R entraine celle de la phosphatidyl inositol-3 kinase (PI-3K), qui
phosphoryle des phosphoinositides en position 3’-OH sur I’anneau inositol donnant naissance
aux phosphatidylinsitol-3,4-biphosphate (P1-3,4-P2) et triphosphate PIP3 sur lesquels va se
fixer Akt qui se relocalise alors sur la membrane cytoplasmique. La phosphorylation de Akt
sur son résidu thréonine 308 par la phosphoinositide —dependent kinase 1 (PDK1) active Akt

qui va inhiber la caspase 9 mais également phosphoryler et inhiber Bad, membre de la famille
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Bcl pro-apoptotique. Bad est alors retenu dans le cytosol par sa fixation aux molécules 14-3-3
sur ses résidus phosphosérines et devient incapable d’inhiber les protéines mitochondriales
anti apoptotiques de type Bcl-X. (Zha et al 1996). Ainsi I’inhibition de I’activité de EGF-R
diminue les niveaux de Bad phosphorylé et entraine 1’apoptose de cellules mammaires
normales. Le gene PTEN est un gene suppresseur de tumeur fréguemment muté dans les
cancers (Myers et Tonks 1997) qui code pour une phosphoinositide phosphatase qui
déphophoryle les produits de PI-3K prévenant ainsi ’activation de Akt (Maehama et Dixon
1998). L’inactivation ou la perte de PTEN par mutations entraine une élévation des produits
de PI-3K et favorise la progression du cycle cellulaire, la résistance a I’apoptose et la

transformation oncogénique via Akt active (Cantley et Neel 1999).

EGF-R est également capable de protéger les cellules tumorales de I’apoptose induite
par ’interféron alpha (INF a). Celui-ci active la kinase Jnk-1 (Jun Kinase-1) sur son domaine
NH2 terminal et la MAP Kinase p38. Il induit également une augmentation de 50% de la
forme phosphorylée de ERK1 et ERK2 et donc une augmentation de leur activité
enzymatique. L’apoptose induite par INF o est potentialisée par 1’inhibition de 1’activité de
ras. Les effets de JunK-1 et de p38 pro apoptotiques sont contrecarrés par EGF ainsi que

I’activation des caspases 3,6 et 8.

Par ailleurs il existe une synergie entre la voie de signalisation de WNT et celle de
EGF-R. Lorsque WNT se fixe a son récepteur Frizzled (Fz), il prévient la phosphorylation de
la B caténine par glycogéne synthétase kinase 3 (GSK3p), ce qui permet sa stabilisation, sa
translocation nucléaire et I'activation de facteurs de transcription de la famille TCF/Lef.
L’activation de EGFR par ses ligands induit une phosphorylation de résidus tyrosine de la 3
caténine impliquée dans la migration et le pouvoir métastasant. Par ailleurs Fz transactive
ErbB1 et, via une activation en cascades de MAK Kkinases, entraine une augmentation
d’expression de la cycline D1 dans des cellules épithéliales mammaires (Civenni et al 2003).
Enfin Akt active et phosphoryle GSK-3 prévenant ainsi la formation du complexe GSK-
3/APC/p caténine. Ainsi I’activation de PI3K/Akt par EGF récepteur peut réguler la fonction

de la B caténine et de APC expliquant son rdle dans la migration.
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Figure 4: Voies de signalisation de EGF-R (D’aprés Arteaga 2002)

~ ;" 4 Ligands: EGF, TGF-c
* 7

Cell Membrane

Figure S: Signaux de transduction dépendant de I’activation de

EGF-R (D apres Herbst et Bunn 2003)



41

L’expression de EGF-R s’observe dans une grande variété de tumeurs humaines dont
les carcinomes mammaires, de la téte et du cou, gastriques, rénaux, pancréatiques, ovariens et
dans 70 a 80% des carcinomes non a petites cellules (90% des carcinomes malpighiens et
75% des adénocarcinomes) (Tateishi et al 1990, Damstrup et al 1992, Brambilla E et
Brambilla C 2000). Elle est absente dans les carcinomes neuroendocrines pulmonaires de haut
grade (carcinomes a petites cellules et carcinomes neuroendocrines a grandes cellules) et
pourrait servir de critere diagnostic différentiel (Cerny et al 1986). Aucune implication
pronostique de 1’expression de EGFR n’a cependant été rapportée dans les cancers
pulmonaires. Dans les prénéoplasies bronchiques, I’expression de EGFR est croissante
parallelement au degré de gravité des lésions dysplasiques et est maximum dans les
carcinomes in situ pour décroitre dans les carcinomes invasifs (Brambilla E et Brambilla C
2000, Rusch et al 1995). De méme ’expression d’ Akt phosphorylé sur le résidu Ser 473 sur la
voie d’activation de EGF-R est plus élevée dans les dysplasies (33%) que dans les cancers
invasifs (33%) (Tsao et al 2003), supportant 1’idée que 1’expression d’ Akt phosphorylé est un
évenement précoce dans la progression tumorale, notion qui pourrait étre utilisée dans des
essais de chimioprévention. Cette expression serait soit en relation avec les fréquentes
amplifications en 3q observées dans les carcinomes non a petites cellules, région qui code
pour la sous unité catalytique p110 de PI3K qui active Akt, soit serait lie a I’hyperexpression
de EGFR.

L’EGFR est une cible des inhibiteurs des tyrosine-kinases comme le gefitinib, une
anilinoquinazoline qui, par compétition avec I’ATP sur son site de fixation en Lysine 745 de
I’EGFR, inhibe I’activité tyrosine kinase de ce dernier. 10% des patients européens et
américains et 28% des patients japonais (principalement porteurs de bronchioloalvéolaires et
non fumeurs) répondent au gefitinib, sans qu’une relation entre les niveaux d’expression de
I’EGFR présentés par la tumeur et sa sensibilité au traitement ait été mise en évidence.
Récemment, deux équipes ont révele que des mutations du domaine tyrosine kinase des
carcinomes a petites cellules affectant les codons 18, 19 et 21, seraient associées a la
chimiosensibilité des tumeurs au gefinitib (Paez et al 2004, Lynch et al 2004) et a I’erlotinib
(Pao et al 2004), les mutations sur le codon 16 étant plus spécifiques des tumeurs

diagnostiquées chez les Japonais.
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Le géne de ErbB2 est situé en 17921 et son amplification et son hyper expression ont
été suspectées dans le développement de nombreux cancers. Bien que son amplification soit
trés rare dans les cancers pulmonaires, ErbB2 est hyper exprimé dans un tiers environ des
carcinomes non a petites cellules et notamment les adénocarcinomes (20%) (Schneider et al
1989, Shi et al 1992, Weiner et al 1990). ErbB2 poss¢de un potentiel oncogenique puisqu’il
est capable de faciliter la transformation maligne de cellules épithéliales bronchiques
immortalisées lorsqu’il est transfecté (Noguchi et al 1993) et I’inhibition de ErbB2 par un
anticorps monoclonal induit une inhibition de croissance in vitro de lignées cellulaires de
carcinomes pulmonaires non a petites cellules (Kern et al 1994). De plus certaines séries ont
rapporté une influence pronostique défavorable de ErbB2, son hyper expression étant corrélee
a une survie plus courte, plus particulierement dans les adénocarcinomes (Tateishi et al 1991,
Kern et al 1990 et 1994, Pfeiffer et al 1996). De méme une hyper expression de ErbB2 serait
corrélée a une augmentation du risque métastatique et a I’acquisition d’une chimiorésistance
(Yu et al 1994, Tsai et al 1995 et 1996). L’hyper expression de ErbB2 ne dépend pas d’une
amplification génique, observée dans seulement 3% des cas (Schneider et al 1989), mais
procede d’une augmentation de la transcription et donc du niveau d’expression des ARN

messagers.

4. bcl2 et apoptose

Les cellules tumorales ont acquis la capacité d’échapper a [’apoptose, ou mort
programmée, qui affecte d’ordinaire les cellules normales en réponse a des conditions précises
telles que des lésions de ’ADN. Un grand nombre de protéines ont des capacités pro
apoptotiques comme Bax, Bak, Bcl-Xs, Bad, Bid, Bik, et Hrk, ou des effets anti-apoptotiques
comme Bcl2, Bcl-X, Bel-w, Bfl-1, Brag-1, Mcl-1, et Al (Yang et al 1996). Les éléments les
plus importants intervenant dans le processus apoptotique sont Bcl2 et P53. La protéine Bcl2
contrecarre 1’induction de 1’apoptose par P53 et joue donc un rdle dans la chimiorésistance

des cellules tumorales (Ohmori et al 1993, Ziegler et al 1997).

L expression de Bcl2 observée dans 75 a 95% des carcinomes a petites cellules (Jiang
et al 1995 et 1996, Kaiser et al 1996, Brambilla et al 1996), et seulement par 25 a 30% des
carcinomes malpighiens et 10% des adénocarcinomes pulmonaires (Pezzella et al 1993,

Higashiyama et al 1997, Apolinario et al 1997) serait donc corrélée pour certains a la
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différenciation neuroendocrine des tumeurs pulmonaires. Une relation inverse semble exister
dans les carcinomes non a petites cellules entre I’expression de Bcl2 et celle d’une P53
anormale, suggérant qu une seule de ces anomalies soit capable d’induire une inhibition de
I’apoptose dans ce type de tumeurs (Fontanini et al 1995, Kitagawa et al 1996). A I’inverse,
dans les carcinomes a petites cellules, on observe a la fois une hyper expression de Bcl2 et des
mutations de P53, alors que les carcinomes a petites cellules sont capables d apoptose
massive, notamment sous | effet de la chimiothérapie. Il est possible que Bcl2 ait des effets
Bax- like dus aux caspases (Cheng et al 1997) ou que I’hyper expression de Bcl2 constatée en
immunohistochimie ne soit le reflet que d’une protéine inactive hyper phosphorylée ou encore
que I'apoptose induite par les drogues soit mediée une voie Bcl2 résistante ou indépendante.
Quoiqu’il en soit, les thérapeutiques anti sens anti- Bcl2 sont en cours d’application clinique
et permettent de rétablir I’apoptose dans les lignées de carcinomes a petites cellules et non a

petites cellules

A I’inverse la protéine Bax exerce un rdle pro apoptotique et se comporte comme un
géne suppresseur de tumeur (Yin et al 1997). Bax est une cible transcriptionnelle de p53 et
peut former des homo diméres Bax-Bax pro apoptotiques ou des hétéro dimeres Bax- Bcl2
anti apoptotiques. Le ratio Bcl2/Bax détermine la susceptibilité a 1’apoptose. Ainsi les
carcinoides expriment fortement Bax et faiblement Bcl2 a D’opposé des tumeurs

neuroendocrines de haut grade (Brambilla E et al 1996).

Dans les lésions prénéoplasiques bronchiques, la protéine Bcl2 est exprimée dans
environ 30% des dysplasies (Katabami et al), et il existe une discrete corrélation entre le degré
de sévérité des dysplasies et I’hyperexpression de Bel2. Cette hyperexpression est corrélée a
la régulation négative de Bax, et une inversion du ratio Bax/Bcl2 est observé dans 3% des
métaplasies malpighiennes, 25% des dysplasies légeres, 67% des dysplasies moderées, 78%
des dysplasies séveres et 53% des carcinomes in situ. L’inversion de ce ratio corréle avec le
grade histologique des Iésions mais sans que 1’on retrouve de dépendance nette avec le statut

de p53 (Brambilla et al 1998, Jeanmart et al 2003).
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5. Autres oncogenes et facteurs de croissance

I s’agit le plus souvent de facteurs de croissance autocrines, les cellules tumorales
étant capables de sécréter a la fois un facteur de croissance et son récepteur, limitant ainsi leur
dépendance par rapport au milieu extérieur. La sécrétion de ces facteurs de croissance peut
étre induite par la fumée de tabac par exemple et favoriser la croissance et 1’accélération de la

division cellulaire sans pour autant entrainer de transformation maligne des cellules.

L’Hepatocyte Growth Factor/ Scatter Factor (HGF/SF) est un facteur de croissance qui
stimule la prolifération épithéliale, la différenciation au cours de la morphogenése et
I’angiogeneése. Il comporte un potentiel mitogéne pour les cellules normales ou dysplasiques
de I’épithélium bronchique (Singh Kaw et al 1995). Au cours du développement pulmonaire,
son expression augmente pendant la phase post natale de maturation et son récepteur le proto
oncogéne c-met ou HGF-R est exprimé par les cellules alvéolaires de type Il et bronchiolaires
(Sato et al 1997). HGF est impligué dans le bourgeonnement et le branchement pulmonaire
stimulant la mobilité et D’activité mitotique des cellules bronchiques alvéolaires, des
pneumonocytes de type Il et des lignées cellulaires de carcinomes & petites cellules. Ses
niveaux d’expression augmentent également lors de lésions du parenchyme pulmonaire
(Yanagita et al 1993).

En pathologie tumorale, HGF est exprimé par les carcinomes a petites cellules et les
carcinomes non a petites cellules ainsi que son récepteur, codé par le proto oncogéne c-met,
I’ensemble suggérant donc une boucle autocrine de stimulation de la croissance dans les
cancers pulmonaires (Rygaard et al 1993, Harvey et al 1996, Olivero et al 1996). L’expression
de c-met serait observee dans environ 70% des adénocarcinomes et 40% des carcinomes
malpighiens, en association avec un pronostic péjoratif notamment pour les adénocarcinomes
(Ichimura et al 1996, Siegfried et al 1997Db).

Une autre boucle de croissance autocrine est représentée par les Insulin- like Growth
Factor (IGF-1 et 2) et leur récepteur IGF-1R, fréquemment co exprimés dans les carcinomes a
petites cellules et non a petites cellules pulmonaires (Quinn et al 1996). Au sein de la famille
IGF, IGF-2 est le principal élément impliqué dans la croissance tumorale des cancers du

poumon.
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Le proto oncogene c-kit code pour une glycoprotéine transmembranaire qui appartient
a la famille des récepteurs protéines kinases (RTK) et dont la fixation a son ligand SCF (Stem
Cell Factor) entraine une homo dimérisation du récepteur, stimule son activité tyrosine kinase
et sa phosphorylation, et initie via une activation en cascade de protéines kinases, des signaux
intracellulaires impliqués dans la transduction. C-Kit et SCF sont co exprimés dans les
carcinomes a petites cellules dont ils stimulent la croissance (Krystal et al 1996). En
immunohistochimie, 25 a 50% des carcinomes a petites cellules expriment C-Kit au moment
du diagnostic mais perdent cette expression apres chimiothérapie (Rossi et al
2003). Néanmoins, il n’existe pas actuellement d’évidence d’activation ni de mutations de C-
kit dans les cancers a petites cellules ni d’effet démontré sur la survie des patients lors de

I’utilisation en mono thérapie d’un inhibiteur de C-Kit (Heinrich 2003, Johnson et al 2003).

Le PDGF ou Platelet-Derived Growth Factor dont le proto-oncogéne est v-sis, et son
récepteur PDGFR sont également co exprimés par les cancers pulmonaires sous la forme
d’une boucle autocrine (Antoniades et al 1992), de méme que le Gastrin- Releasing Peptide et
d’autres bombesin-like peptides (GRP/BN) et leur récepteurs impliqués dans la régulation de
la sécrétion, la croissance et la neuromodulation. Trois sous types de ces GRP/BN récepteurs
appartiennent a la famille des récepteurs couplés aux protéines G et comportent des domaines
transmembranaires. lls sont exprimés a la fois par les carcinomes a petites cellules et non a
petites cellules alors que le GRP est surtout observé dans les carcinomes a petites cellules (20
a 60%) (Richardson et Johnson 1993, Fathi et al 1996). L’inhibition de la voie GRP/BN par
des anticorps neutralisants dirigés contre leur domaine C terminal ou par antagonistes de la
bombésine empéche la formation de clones de lignées de carcinomes a petites cellules in vitro
et in vivo, confirmant donc le role de ces peptides dans la carcinogenese (Culttita et al 1985,
Halmos et Schally 1997). Le succes clinique de ces molécules antagonistes du GRP a
cependant €té quasiment nul, témoignant possiblement d’un échappement des cellules
tumorales a leur déependance aux facteurs de croissance.

Il n’a pas été observé de réarrangement ou d’amplification des génes des GRP/BN,
mais leur expression dans les carcinomes a petites cellules est le reflet d’un processus de ré
activation dans les cellules tumorales, ces mémes peptides participant au développement
pulmonaire et aux processus de réparation en favorisant, via leur sécrétion par les cellules NE,

la croissance et la migration des cellules épithéliales (Spurzem et al 1997).
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1. Genes suppresseurs de tumeur

La plupart des tumeurs pulmonaires ont inactivé plusieurs génes suppresseurs de
tumeurs, certains étant communs aux carcinomes a petites cellules et non a petites cellules,
tandis que d’autres sont plus spécifiques d’un type histologique donné. Les genes

suppresseurs de tumeur les plus fréquemment délétés sont p53, Rb1 et p16 ™<*,

1. Legene p53

Le géne p53 est situé sur le chromosome 17p13 et le domaine de transactivation se
trouve dans la région N terminale a proximité du domaine de fixation séquence spécifique de
I’ADN et du domaine d’oligomérisation C terminal. Les mutations du géne p53 correspondent
aux anomalies génétiques les plus souvent observées dans les cancers et particulierement dans
les cancers pulmonaires. Ces mutations concernent le plus souvent les exons 5 a 8 et
concernent les codons 157, 245, 248 et 273, les codons 157, 248 et 273 étant le siége
d’adduits BPDE au niveau de leurs sites CpG dans les cellules bronchiques en culture
soumises aux carcinogénes du tabac comme le benzo(a)pyréne (Ramet et al 1995). Ces
mutations incluent surtout des mutations missens (dans 75%) aboutissant a des transversions
de G vers T caractéristiques de I’effet des carcinogénes du tabac sur ’ADN, des mutations
nonsens, des anomalies de splicing et des délétions plus ou moins importantes. Les mutations
missens sont responsables de la synthése d’une protéine P53 modifiée dont la demi-vie atteint
plusieurs heures permettant sa détection en immunohistochimie (Casey et al 1996). Ainsi une
expression de P53 par au moins 20% des cellules présentes au sein d’une population tumorale
est corrélée dans 90% des cas a la présence d’une mutation missens (Nishio et al 1996). Cette
protéine de 53 kDa composée de 939 acides aminés, fonctionne comme un facteur de
transcription, activé en réponse aux dommages subis par I’ADN, ou pouvant fixer plusieurs
sites de 1ésions de I’ADN par I’intermédiaire de son domaine carboxy terminal.

L’activation de P53 s’observe au cours de lésions de I’ADN dues a des irradiations
gamma ou UV ou sous ’effet de carcinogenes ou d’ions ionisants (Levine 1997); elle
s’observe également en réponse a I’hyperthermie, 1’hypoxie, la déplétion en nucléotide ou en
réponse & une stimulation par des oncogenes comme c-myc, ras ou E2F1. L’activation du
gene p53 conduit a une élévation rapide du niveau d’expression de la protéine qui active des

facteurs de transcription et des genes en aval. Les conséquences sont un arrét du cycle
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cellulaire permettant la réparation de I’ADN ou I’apoptose de la cellule en cas de réparation
impossible. Ainsi la protéine P53, découverte par David Lane en 1992 dans les extraits
protéiques de cellules infectées par le virus SV40, est appelée le gardien du génome et peut
bloquer les cellules en cycle en phase G1 ou G2. A I’inverse, sa perte de fonction favorise la

survie des cellules tumorales endommageées génétiquement.

a. Régulation d’amont de p53

Dans les cellules normales, le niveau d’expression de la protéine P53 modifiée post
transcriptionnellement est bas mais peut s’élever en cas de stress cellulaire, la protéine
s’accumulant dans le noyau (Apella and Anderson 2001, Prives and Hall 1999). Ces états de
stress sont les dommages de I’ADN (Kastan et al 1991), I’activation d’oncogenes (Kamijo et
al 1998), I’hypoxie (Graeber et al 1996), I’hyperploidie (Di Leonardo et al 1997), certains
états d’oxydoréduction (Hainaut et Milner 1993), la déplétion en ribonucléotides (Linke et al
1996) et la perte d’adhésion cellulaire (Nigro et al 1997).

Deux voies de signalisation aboutissant a la stabilisation de la protéine P53 ont été
décrites (Figure 6). L’une concerne les réponses aux stress génotoxiques, comme les
dommages de ’ADN liés aux irradiations UV ou ionisantes, et implique I’intervention de
kinases comme ATM, ATR, CHK2 et HIPK2 (Homeodomain-Interacting Protein Kinase 2)
qui phosphorylent des résidus sérine et thréonine du domaine de transactivation N terminal de
P53 (Appella et Anderson 2001, D’Orazi et al 2002, Hofmann et al 2002). Cette
phosphorylation inhibe la fixation de régulateurs négatifs de P53 comme HDM2 et favorise la
transactivation de ses genes cibles.

L’autre voie met en jeu une régulation positive de p14”"" en réponse & des signaux
mitogeniques aberrants dus a des stimulations oncogéniques (hyperexpression de Myc,
activation de E2F1 ou expression de ras active) (Bates et al 1998, Palmero et al 1998, Sherr
2001). P14”%F stabilise la fixation de P53 & HDMZ2 et permet sa séquestration dans le noyau
(Weber et al 1999). D’ordinaire, lorsque la protéine P53 est sauvage et a 1’état basal
indépendamment de toute stimulation, sa liaison a HDM2 permet sa protéolyse par des
ubiquitines, d'ou sa demi-vie courte, et un rétrocontréle négatif sur la transcription p53
dépendante en aval. En cas de stress génotoxique ou en cas de mutation de p53 induisant des
phosphorylations de la protéine par exemple, sa liaison 8 HDM2 est altérée. Sous I’action de

différents stimuli oncogeniques (hyperexpression de c-Myc, mutation de ras, E2F1) ou lors de
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la perte de la protéine Rb, la transcription du géne p14”%F induit 1’accumulation de la protéine
P14 qui va former un complexe avec HDM2 dans le nucléole permettant a la protéine P53
d’échapper a la protéolyse pendant le temps de son action. Cette voie fait en fait le lien entre
les fonctions de suppression de la croissance tumorale de p53 et celles de stimulation de cette
croissance par E2F1 et explique I'apoptose P53 dépendante de E2F1 (cf infra). Par ailleurs,
d’autres sites de modifications post translationnelles de p53 (phosphorylation, acétylation,
sumoylation) ont été décrits permettant sa stabilisation et / ou la stimulation de la régulation

de la transcription p53 dépendante (Prives and Manley 2001).
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Figure 6: Régulation d'amont et voies de signalisation de p53
(D'apres Robles et al 2002)

b. la voie de signalisation de P53

Le géne p53 exerce ses effets multiples via des mécanismes a la fois dépendants et
indépendants de la transcription. L’activation de p53 conduit & ’homotétramérisation de la

protéine qui peut alors exercer sa fonction d’activation de la transcription. P53 induit un arrét
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transitoire du cycle cellulaire en G1 ou G2 en transactivant des génes cibles comme
p21KIPYWAFL ot 14-3-3c (EI-Deiry 1998, Harper et al 1993, Hermeking et al 1997). P53 peut
aussi initier un arrét permanent du cycle, ou sénescence, via la transactivation de P21</PYWAFL
(Di Leonardo 1994, Itahana et al 2001), ceci pouvant étre modulé par PML et p33ING1
(Pearson et Pelicci 2001). Une activation chronique de P53 peut ainsi conduire a un

vieillissement prématuré (Tyner et al 2002). Le géne p21<P/WAR

est responsable d’une
inhibition du complexe cyclines/ cycline dépendantes kinases (cdk) a la phase G1 du cycle.
Bien que I’on ne note pas de mutations du geéne p21K'P1/WAF1, I’hyper expression de ses ARN
messagers et de la protéine sont observés dans 65% des carcinomes non a petites cellules et

semble-t-il indépendamment de P53 (Shimizu et al 1996, Marchetti et al 1996).

Par ailleurs, P53 initie 1’apoptose en transactivant des génes comme Bax, Fas, Killer
IDR5, PIG3 et Apaf-1 (Miyashita and Reed 1995, Wu GS et al 1999, Polyak et al 1997,
Moroni et al 2001). De plus, P53 peut initier une apoptose indépendante de la transcription
par I’intermédiaire d’interactions physiques avec des membres de la superfamille des DNA
hélicases (Wang et al 2001). L’initiation de I’apoptose ou de la sénescence inhibe la

tumorogenese par le biais de I’élimination de cellules potentiellement mutées.

Le geéne p53 joue également un rdle dans les voies de la réparation de ’ADN. La
protéine P53 sauvage augmente la réparation par excision de nucléotides possiblement via la
transactivation de p48/ DDB2 et /ou de GADD45 (Hwang et al 1999, Smith et al 2002). P53
favorise la réparation par excision de base (Base Excision Repair) et régulerait négativement
la réparation par recombinaison homologue ou HRR (Homologous Recombination Repair)
(Duddenhoffer et al 1999, Zhou et al 2001). P53 a la capacité de fixer et d’inhiber Rad51 ou
« central HRR factor », les taux de recombinaison devenant plus élevés dans les cellules p53
déficientes. (Bertrand et al 1997).

c. les homologues de p53

Deux homologues de P53, P73 et P63, partagent certaines fonctions caractéristiques de
P53 telle que la transactivation génique et I’induction de 1’apoptose (Irwin and Kaelin 2001).
Les génes p63 et p73 sont situés respectivement en 3g27-29 et en 1p36.

P73 est un garde-fou en cas d’inactivation de P53 et sa régulation dépend de la

tyrosine kinase c-Abl (Agami et al 1999). P73 se comporte comme un intermédiaire dans les
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voies de signalisation d’oncogenes et E2F1 peut déclencher directement sa transcription et
induire une apoptose P53 dépendante (Irwin et al 2000). P63 et P73 favorisent
vraisemblablement la chimiosensibilit¢ des cellules tumorales. A [D’inverse, Ila
chimiorésistance peut s’expliquer par une fixation de P73 a une P53 mutée, celle ci inhibant
I’action pro apoptotique et les fonctions transactivatrices de P73 (Di Como et al 1999, Strano
et Blandino 2003).

Le gene p63 joue un réle dans les interactions mésenchyme- épiderme au cours du
développement embryonnaire et les mutations de p63 entrainent une dysplasie ectodermique.
L’isoforme délétée en N terminal -DeltaN P63- présente des propriétés oncogeniques ou anti
apoptotiques et le gene p63 est amplifié dans des lignées de cellules carcinomateuses
malpighiennes de la téte et du cou ou pulmonaires (Hibi et al 2000). DeltaNP63 en tant que
dominant négatif diminue la transactivation induite par P53 sauvage, probablement par
compétition sur les sites de fixation des promoteurs des génes cibles. A I’inverse, de la méme
maniére que P53 sauvage peut former des hétéro diméres avec une P53 mutée, une P53
sauvage peut fixer DeltaN P63 et favoriser sa dégradation vraisemblablement par clivage par

des caspases (Ratovitski et al 2001).

d. p53 dans les cancers pulmonaires et les Iésions prénéoplasiques bronchiques

Le géne p53 joue un réle important dans la cancérogenése pulmonaire et une délétion
d’un allele en 17p13 (locus de p53) associée a une mutation de 1’allele restant, aboutissant a
une perte de fonction de la protéine, sont observées dans 75 a 100% des carcinomes a petites
cellules et dans 50% des non a petites cellules (Greenblatt et al 1994). Plusieurs études
montrent que les mutations de p53 seraient plus fréquentes dans les carcinomes malpighiens
que dans les adénocarcinomes. La valeur prédictive de la survie des mutations de p53 est
controversée: la survenue de mutations de p53 ou d’une accumulation de la protéine en
immunohistochimie serait corrélée a une survie plus courte, les études génétiques et les
analyses d’expression de la protéine étant parfois discordantes. Ces discordances peuvent étre
liées a I’utilisation d’anticorps différents ou a la présence de la protéine stabilisée mais non
mutee. Environ 15 a 25% des patients développent des anticorps anti p53 circulants, laissant a
penser que cette protéine est capable d’induire une réponse immune humorale en réponse a
son accumulation. Cependant, ces anticorps sont dirigés préférentiellement contre des

épitopes situés sur les régions amino et carboxy terminales de la protéine, qui ne sont pas
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concernées par les mutations. Ces anticorps, qui reconnaissent donc également la protéine
sauvage (Schlichtholz et al 1994), ne peuvent donc pas étre considérés comme des marqueurs

potentiels du diagnostic précoce du cancer pulmonaire.

Plusieurs altérations des voies de signalisation de P53 ont été rapportées dans les
cancers pulmonaires sous la forme d’anomalies génétiques ou épigénétiques : 1’amplification
de HDM2 (dans 25 & 50 % des NSCLC), ou la perte de fonction de p14”F (60% des cancers
pulmonaires) sont connues pour inactiver P53 dans les tumeurs humaines (Sherr 2000). Ces
anomalies sont fonctionnellement équivalentes a une mutation de p53 puisqu’elles ont pour
consequence de soumettre la protéine P53 sauvage a une dégradation ubiquitine dépendante
induite par HDM2. Les altérations de P53 et de P14”RF paraissent redondantes pour n'étre
retrouvées conjointement que dans quelques carcinomes non a petites cellules (moins de 1%).
Cependant elles sont souvent concommitantes dans les tumeurs neuroendocrines de haut
grade, notamment les carcinomes a petites cellules (Gazzeri et al 1998). Ceci suggére que
pl QPRF

activit¢ transcriptionnelle (Eymin et al 200lab). Par contre 1’association d’une

présente des fonctions indépendantes de p53; il peut se fixer a E2F1 et inhiber son

ARF
4

hyperexpression de HDM2 et d’une perte de Pl est rarissime (Eymin et al 2002), et

suggere des effets redondants pour 1’inactivation de p53 et/ou de Rb.

Plusieurs études ont montré que I épithélium dysplasique bronchique présente des
mutations de p53 (Kohno et al 1999, Sozzi et al 1992, Sundaresan et al 1992), et que
I’accumulation de la protéine croit avec le degré de sévérité des lésions dysplasiques, faisant
donc de I’altération de p53 un événement précoce dans la carcinogenese bronchique.
L’accumulation de la protéine qui la rend détectable en immunohistochimie coincide avec la
perte de polarité nucléaire des cellules dysplasiques. De fait plusieurs études témoignent de
I’absence d’anomalie de p53 au sein de 1’épithélium normal tandis que 0 a 6% des métaplasies
malpighiennes accumulent la protéine et sont donc positives en immunohistochimie. Les
dysplasies légeres et modérées accumulent P53 pour 17 a 28% d’entre elles, alors que les
dysplasies séveres et les carcinomes in situ accumulent P53 dans 59 a 100% des cas (Nuorva
et al 1993, Bennett et al 1993, Katabami et al 1998, Brambilla et al 1998). Les dysplasies
retrouvées au voisinage de cancer invasif, synchrone ou metachrone, sont souvent P53
positives alors que des lésions identiques survenant chez des patients sans cancer sont

négatives; ceci suggere que ’existence d’une protéine P53 stabilisée est prédictive de
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I’existence d’un cancer invasif synchrone ou métachrone (Brambilla et al 1998, Ponticiello et
al 2000, Boers et al 1996).

2. Le géne du rétinoblastome Rb et ses voies de signalisation

Le gene du rétinoblastome a été identifié il y a plus de dix ans comme le premier géne
suppresseur de tumeur. Initialement découvert en raison de ses fréquentes mutations chez les
patients présentant un rétinoblastome, il est maintenant admis qu’il joue un role fondamental
dans la régulation du cycle cellulaire et dans le développement de plusieurs tumeurs comme
les ostéosarcomes, les carcinomes a petites cellules bronchiques, les cancers prostatiques et
les cancers mammaires (Friend et al 1986, Yokota et al 1988, Lee JO et al 1988). Le géne du
rétinoblastome, situé au locus 13914, code pour une famille de phosphoprotéines comportant
Rb1, de 928 acides aminés, Rb2 ou P107 et Rb3 ou P130, qui blogquent les cellules en cycle
en phase G1 (Weinberg 1995). Rb peut étre phosphorylée ou déphosphorylée au cours du
cycle, la forme hyperphosphorylée ou inactive prédominant dans les cellules proliférantes
alors que la forme hypophosphorylée ou active est plus abondante dans les cellules
quiescentes ou différenciées (Chen et al 1989). Son rdle suppresseur de tumeur a été démontré
par I’inhibition de la croissance tumorale de cellules Rb négatives transfectées avec Rb
(Huang et al 1988). Rb peut également étre inactivée fonctionnellement en ’absence de
mutations par hyperphosphorylation (Sherr 1996). Enfin certaines oncoprotéines virales
comme E1A des adénovirus, I’antigéne tumoral SV40 et I’oncoprotéine E7 de ’HPV (Human
Papilloma Virus) ont la capacité de fixer et d’inactiver Rb et de permettre ainsi la
transformation maligne des cellules infectées (De Caprio et al 1988, Whyte et al 1989, Dyson
et al 1989). Les fonctions de Rb dépendent au moins en partie de ses interactions avec la
famille de facteurs de transcription E2F (Chellappan et al 1991, Dyson 1998, Nevins 1998) et
les sites de fixation de ces protéines se trouvent au niveau de promoteurs de nombreux genes
impliqués dans le cycle cellulaire. Rb réprime la transcription de ces génes en interagissant
avec E2F le privant de son activité transcriptionnelle (Blake and Azizkhan 1989). Il régule

ainsi principalement la transition G1-S au niveau moléculaire (Figure 7).
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a. structure de Rb

Rb contient différents domaines fonctionnels dont les domaines A et B, hautement
conservés qui participent a la formation de la poche centrale ou « Rb pocket » essentielle a sa
fonction tumeur suppresseur de tumeur (Qin et al 1992). Cette poche est altérée par la plupart
des mutations germinales chez les patients porteurs de rétinoblastome héréditaire et par les
mutations survenant dans les tumeurs (Horowitz et al 1990). Elle est aussi le site de fixation

de diverses protéines dont les oncoprotéines virales (Lee JO et al 1998).

Un autre domaine fonctionnel de Rb est la région carboxy terminale qui contient des
sites de fixation pour la tyrosine kinase c-Abl et pour HDM2 (Xiao et al 1995, Welch et Wang
1993). L’activité tyrosine kinase de c-Abl est bloquée quand elle se complexe avec Rb. Quand
Rb est hyperphosphorylée, c-Abl est active et libre (Welch et Wang 1993). La région carboxy
terminale participe également a 1’assemblage de complexes multimériques contenant
notamment Rb et E2F. Rb interagit également avec HDM2, et cette liaison libere E2F1 et
inactive les capacités de Rb d’arrét du cycle en Gl. Rb forme avec HDM2 et p53 un
complexe trimérique et inhibe ainsi 1’activité anti apoptotique de HDM2 en empéchant la

dégradation de p53 (Hsieh et al 1999).

La fonction de la région amino terminale de Rb reste controversée : elle contient des
sites consensus pour la phosphorylation par les cdk qui régulent I’activité de Rb lorsqu’elles
sont phosphorylées au cours du cycle. Cette région interagit également avec différentes
protéines dont MCM?7, une kinase régulant la transition G2/M (Sterner et al 1998).

b. inhibition de E2F1 par Rb et répression du complexe Rb/E2F dans le contréle

du cycle cellulaire

E2F1 appartient a une famille de cinq facteurs de transcription homologues (E2F-1, -
2, -3, -4 et -5) et deux protéines partenaires fixant I’”ADN, DP 1 et DP2/3. Certains sont
activateurs (E2F-1, -2, -3) et dautres sont répresseurs (E2F-4 et -5) de la transcription.
L’activation transcriptionnelle de E2F1 est importante pour la progression des cellules dans le
cycle et leur passage en S. Rb permet 1’arrét en Gl des cellules en inhibant ’activité

transcriptionnelle de E2F gréace a des protéines se fixant a la fois a Rb et a E2F. Cependant si
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Rb et ces protéines sont phosphorylées par des cdk en début de phase G1, elles laissent E2F
libre, celui ci permettant alors le passage des cellules en S. Par ailleurs, E2F peut former un
complexe répresseur avec Rb et/ou d’autres « protéines pocket », ces complexes jouant un
role important dans la régulation du cycle cellulaire par Rb via un arrét en G1 des cellules.
(Sellers et al 1995, He et al 2000).

c. régulation de la fonction de Rb par la phosphorylation

Le role de Rb dans sa forme active hypophosphorylée sur I’arrét en G1 consiste donc a
séquestrer et donc a réprimer 1’activité transcriptionnelle de E2F1. A I’inverse, le passage des
cellules en cycle est possible lorsque Rb est inactivée par phosphorylation entrainant une
libération de E2F1 de son complexe répresseur avec Rb. Cette phosphorylation est catalysée
par des cdk formant des complexes avec des cyclines (Chen et al 1996, Lundberg and
Weinberg 1998) et Rb contient 16 sites potentiels de phosphorylation par les cdk. Trois
différents complexes peuvent phosphoryler Rb au cours du cycle : cdk4/6-cycline D au début
de G1, cdk2-cycline E a la fin de G1 et cdk2-cycline A qui maintient la phosphorylation de
Rb en cours de phase S (Sherr 1996). En fait en GO, Rb est non phosphorylée et inactive et
une premiére phosphorylation par les cdk4/6 lui permettrait de passer a une forme
hypophosphorylée active, alors que les hyperphosphorylations ultérieures successives par les
complexes cycline D1- cdk4/6 et cycline E-cdk2 en phase G1 inhiberaient la fonction de Rb.
De plus, I’introduction du géne de la cycline E dans le locus de la cycline D1 prévient les
manifestations phénotypiques liées a une délétion du gene de la cycline D1 suggérant que la
cycline E a des fonctions communes avec la cycline D1 (Geng et al 1999). Cependant, les
complexes cycline D1-cdk4/6 et cycline E- Cdk2 réguleraient des fonctions différentes de Rb,
les complexes cycline D-cdk4/6 phosphorylant des sites spécifiques en région carboxy-
terminale de Rb entrainant un déplacement des HDAC de la poche de Rb, ce qui inhiberait la
capacité de Rb a réprimer la transcription des génes de la cycline E et de la cycline A (Zhang
et al 2000a). Ainsi le complexe cycline D-cdk4/6 permet I’expression de la cycline E en
perturbant le complexe Rb-HDAC. De plus I’expression de la cycline E est suffisante pour
surmonter D’arrét en G1 induit par Rb, et le complexe cycline D-cdk4/6 n’est pas
indispensable a la progression dans le cycle si la cycline E est constitutionnellement ou
prématurément exprimée dans le cycle. La cycline E présentrait donc des fonctions

dominantes sur celles de la cycline D1.
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Par ailleurs les complexes cycline D-cdk4/6 peuvent également se fixer aux membres
de la famille p21/p27/p57 Cip/ Kip, qui d ordinaire sont des inhibiteurs des complexes cycline
E-cdk2, et permettent ainsi la sequestration et la neutralisation de ces derniers et donc la
stabilisation de Dactivité des complexes cycline E-cdk2. La protéine P16™<* du géne du
méme nom dont le locus est en 9p21, est capable quant a elle d’inhiber la kinase cdk4/6 et
donc d’empécher la phosphorylation de Rb en phase G1. L’induction de la fixation de P16
a cdk4 non seulement supprime directement 1’activité du complexe cycline D1-cdk4/6 mais
libere P27 de ce complexe, qui peut alors fixer et inhiber le complexe cycline E-cdk2.
L’inhibition de I’activité de la cycline E peut induire 1’arrét en G1 des cellules proliférantes,

INK4
6

conférant a P1 un effet suppresseur de tumeur indirect via P27"'*. Ainsi si dans 10% des

carcinomes a petites cellules la protéine Rb sauvage est présente, elle est inactivée en amont

INK4
6

par perte de P1 ou I’hyperexpression des cyclines D1 ou E (Beasley et al 2003). Le fait

que dans les cancers pulmonaires on observe soit une inactivation de Rb soit une perte

INK4
6

d’expression de la protéine P1 , et jamais les deux a la fois, est un argument en faveur de

la nature suppressive de tumeur de P16™"*

, et surtout la démonstration que ses fonctions sont
dévolues a l'inhibition de la phosphorylation de Rb (Rb1). La perte de la protéine P16 "N<* est
due soit a une inactivation du géne par hyperméthylation de son promoteur et de I’exon 1
(régulation épigénique) aboutissant a une absence d’ARN messagers (46% des cas), soit a une

délétion homozygote (40%) ou a des mutations missens (14%) (Gazzeri et al 1998).

d. role de Rb dans I’apoptose

Rb est inactivé soit par mutation soit par hyperphosphorylation dans la quai totalité
des cancers pulmonaires et dans de trés nombreux autres cancers, et sa perte de fonction
déclenche D’apoptose P53 dépendante. Il s’agit en fait d’un mécanisme de protection
intrinséque permettant I’élimination des cellules dont Rb est dérégulée (Morgenbesser et al
1994). Néanmoins la perte de fonction de Rb va créer une pression de sélection pour les
cellules ayant acquis des mutations leur permettant d’échapper a I’apoptose P53 dépendante.
Le lien entre P53 et Rb semble étre E2F1 qui devient libre en cas de perte de fonction de Rb
et qui déclenche 1’apoptose P53 dépendante. A I’inverse, une délétion du géne E2F1 entraine
une réduction de 80% de I’apoptose P53 dépendante dans les cellules Rb négatives (Pan et al
1998). Cette apoptose p53 dépendante est mediée par la protéine P14”R" dont le géne est

6INK4

situé au méme locus que pl avec qui il partage la méme séquence ADN codante pour les
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exons 2 et 3, I’exon 1B codant pour la protéine P14”"%" tandis que 1’exon lo. code pour
P16™%* E2F1 libéré induit la transcription de p14“~Fqui va empécher la dégradation de P53
médiée par HDM2 en se liant a lui, et augmenter en retour le niveau de P53 et donc entrainer
I’apoptose. E2F1 se fixe également & P14”%F ce qui a pour effet d’entrainer son ubiquitination
et sa dégradation par le complexe du protéasome. A |'inverse la phosphorylation de E2F1 par

les kinases ATM/ATR ou sa fixation & Rb réduit sa dégradation.

E2F1 peut également induire une apoptose p53 dépendante mais indépendante de
P14”R%" en augmentant I"expression de la kinase ATM ou en se fixant directement sur P53 ce
qui a pour effet d accroitre sa transcription. Par ailleurs E2F1 peut déclencher une apoptose
P53 indépendante en augmentant la transcription de p73 et en régulant positivement différents
facteurs pro apoptotiques comme les caspases, apaf-1 ou Bcl2 ou encore en déplacant les
complexes répresseurs Rb-E2F de leur fixation a des promoteurs (Pan et Griep 1995). Salon
et al (in press 2005) ont récemment démontré que E2F réprime la transcription de la forme

courte de FLIP (FLIP-S) activant I’apoptose médiée par Fas via I’activation de DISC.

Inactivation of only one component in the pathway is required for lung

tumorigenesis \

Small cell lung cancer Non small cell lung cancer
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Figure 7: Schéma de la régulation du cycle cellulaire, de la différentiation cellulaire et de

I’apoptose par Rb (D’apreés Kaye 2002)
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e. Inactivation de Rb ou de ses voies de signalisation dans les cancers pulmonaires
et les Iésions prénéoplasiques bronchiques

Le géne du rétinoblastome ou Rb a été le premier géne suppresseur de tumeur identifié
dans les cancers pulmonaires (Harbour et al 1988, Yokota et al 1988), et la fréquence de son
inactivation directe ou indirecte est si élevée que 1’on peut pratiquement considérer qu’elle

concerne 100% des cancers pulmonaires, a I’exception des carcinoides.

Les carcinomes a petites cellules bronchiques présentent une perte d’expression de la
protéine Rb dans 90% des cas (Kubo et Kaye 2001) due a des altérations cytogénétiques et
une perte d’hétérozygotie (LOH). La protéine Rb peut cependant étre présente dans 10% des
cas et étre détectée en immunohistochimie car elle est stable; néanmoins, cette protéine reste
inactive car dépourvue de domaine fonctionnel en raison d’une mutation ponctuelle ou d’une
délétion du géne (Horowitz et al 1990, Kaye 2002). Les raisons pour lesquelles la perte de Rb

INK4 A Apgt N
6 s’observe préférentiellement dans les cancers a petites

plutdt qu’une inactivation de P1
cellules ne sont pas connues. Néanmoins les souris Rb -/- présentent une mort par apoptose
des cellules nerveuses, et les souris hétérozygotes développent des tumeurs neuroendocrines
hypophysaires et des cancers médullaires de la thyroide (Jacks et al 1992). Lorsque ces souris
présentent le génotype P53-/- ou +/- associe, elles développent de nombreuses tumeurs
neuroendocrines pancréatiques, surrénaliennes (phéochromocytomes) ou thyroidiennes
(cancer médullaire). Néanmoins il n’y a pas de modele actuellement permettant de faire le lien
entre les voies de signalisation du géne Rb et les effets de la Ménine, impliquée dans le
syndrome MEN 1 (Multiple Endocrine Neoplasia de type 1) ou de Ret dont le géne est

impliqué dans le syndrome MEN 2.

P27"""! est un membre de la famille des inhibiteurs des CDK, qui inclut également
P21WAFL géne cible de p53, P16™K* et P57"'"2, En association avec P16™K* p27"IFt
contrecarre les effets des cyclines D1 et E sur la phosphorylation de Rb. Il coordonne
I'activation du complexe CDK2-cycline E a I'accumulation du complexe CDK4-Cycline D et
initie la sortie des cellules du cycle cellulaire en réponse & des signaux antimitotiques. P27"'"
peut également promouvoir ou inhiber I'apoptose selon le contexte; néanmoins, il est
volontiers considéré comme un gene suppresseur de tumeur, potentiellement perdu dans les
cellules tumorales. Son géne n'est cependant pas délété (absence de LOH hétérozygote ou de

delétion homozygote) et son promoteur n'est semble t il pas méthylé en 5' dans les tumeurs.
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KIP1
7

p2 est probablement un gene suppresseur de tumeur a fonctionnement "dose dépendant".

Dans les cancers coliques, mammaires, prostatiques, urinaires et pulmonaires, il existe une

corrélation directe entre les niveaux protéiques de P27<

7KIP1

et la survie, alors que la diminution
des niveaux de P2 contribue au développement tumoral par accroissement de la
prolifération tumorale et/ou diminution de leur susceptibilité & I'apoptose. Par ailleurs, P27
peut affecter I'efficacité des chimiothérapies, qui ont surtout des effets sur les cellules en
cycle. Ishii et al (2004) ont démontré récemment par l'utilisation de RNA si (short interfering)
que la neutralisation endogéne de P27X'™ induisait la mort cellulaire dans des lignées de
carcinomes pulmonaires non a petites cellules, tandis que son expression forcée dans des
lignées de carcinomes non a petites cellules entraine I'accumulation de la protéine dans le
cytoplasme, ce qui a pour effet de I'éloigner de ses cibles intranucléaires que sont les
complexes cdk-cylines, et de provoquer leur résistance inattendue a 1’apoptose. Cependant,

KIPL apparait comme un facteur de mauvais pronostic

alors que la baisse d’expression de P27
dans les cancers non a petites cellules, son expression demeure élevée dans des lignées de
cancers a petites cellules soumises a des conditions de culture défavorables ou a I’hypoxie, et
leur confére une résistance a 1’apoptose (Masuda et al 2001). De la méme manicre, une baisse

KIPL et permet le passage G1/S, entraine

d’expression de la protéine SKP2, qui dégrade P27
I’apoptose dans des lignées de cancers a petites cellules (Yokoi et al 2002), faisant donc de

P27 un facteur de survie cellulaire (anti apoptotique) dans les carcinomes a petites cellules.

L’absence de mutations de ras dans les cancers a petites cellules pourrait
éventuellement étre liée a I'inactivation de Rb. L’augmentation des niveaux de P16™"*
entrainant une perte des niveaux de cycline D1 a 1’état stable, pourrait générer par ce biais une
résistance aux récepteurs HER1/EGF-R et HER2/neu ainsi qu’a K-ras, dont les mutations
pour étre actives requierent la présence de le cycline D1 au cours de la carcinogenese
mammaire (Kaye 2002). Les carcinomes a petites cellules n'ont donc aucun avantage a

sélectionner une mutation activatrice de ras.

Dans les carcinomes non a petites cellules, Rb est trés rarement muté (Harbour et al
1988) et la protéine P16 est absente dans environ 50% des cas. 40% présentent une délétion
homozygote de pl6 contre 1% des carcinomes a petites cellules (Gazzeri et al 1998). A
I’inverse, lorsque les carcinomes non a petites cellules ont perdu Rb, on retrouve une forte
expression nucléaire de P16 en immunohistochimie. L’inactivation de P16 par méthylation de

son gene est plus fréquente aux stades précoces des cancers non a petites cellules, alors que
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les délétions homozygotes et / ou les mutations apparaissent plus souvent aux stades tardifs.
De plus dans 45% des carcinomes non a petites cellules on observe une hyperexpression de la
cycline D1 ainsi que dans 6% des hyperplasies/ métaplasies, 17% des dysplasies modéreées,
46% des dysplasies sévéres et 38% des carcinomes in situ (Brambilla et al 1999 ab). Une
hyperexpression de la cycline E peut s’observer dés 1’état de métaplasie (3%), dans 25% des
dysplasies légéres, 33% des dysplasies modeérées, 55% des dysplasies séveéres et 89% de
carcinomes in situ. De plus 69% des lésions prénéoplasiques expriment alternativement une
hyperexpression de la cycline D1 ou de la cycline E, 31% exprimant conjointement les deux

anomalies (Jeanmart et al 2003).

La perte de Rb ne correspond pas a une anomalie observée dans les lésions
prénéoplasiques bronchiques mais la perte d’expression de P16 est retrouvée dans 12% des
dysplasies modérées et dans 30 a 47% des carcinomes in situ, exclusivement chez des patients
présentant un cancer synchrone (Brambilla et al 1999a, Jeanmart et al 2003).

3. Les sémaphorines

Les sémaphorines forment une famille de protéines sécrétées et/ou associees a des
protéines membranaires affectant I'élongation, la fasciculation, le branchement ou la
formation des synapses par leurs effets attractifs ou répulsifs. Elles influencent la guidance
des axones mais également la réaction immunitaire, I'organogenese, la vascularisation et

I'angiogenese et la progression de certains cancers.

a. structure et nomenclature des sémaphorines

Depuis la découverte en 1993 de la premiere sémaphorine, la Sema3A, anciennement
collapsin- 1, plus d'une vingtaine de sémaphorines ont été recensées dans le monde animal. La
nouvelle classification des sémaphorines permet depuis 1998 de standardiser leur
nomenclature, qui est basée sur la comparaison des différents domaines des sémaphorines et
leur relation a la membrane cytoplasmique (Unified Nomenclature for the Semaphorins/
Collapsins 1999). En effet, les sémaphorines possedent toutes par définition un domaine
extracellulaire d’environ 500 acides aminés ou "sema domain™ comportant 14 a 16 résidus
cystéines, plusieurs blocs d'acides aminés conservés et un site potentiel d'aminoglycosylation

(Kolodkin et al 1993). La découverte de ce domaine conservé entre des protéines issues
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d'espéces différentes a permis d isoler de nouveaux membres de cette famille a la fois chez les
vertébrés et chez les invertébrés (Kolodkin et al 1993, Plschel 1995). Ces protéines
comportent également une région C terminale plus spécifique, de 70 a 500 acides aminés
contenant des sequences additionnelles. Les sémaphorines difféerent également de par leur
rapport a la membrane cytoplasmique, certaines étant sécrétées, d'autres transmembranaires
ou encore liées au glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI). L'ensemble de ces caractéristiques
sert de base a leur classification, celle ci n'incluant pas les autres protéines qui comportent

aussi des domaines sema comme les plexines ou les récepteurs aux tyrosines Kinases.

Il existe 8 classes de sémaphorines, de la SEMAL a la SEMA7, en plus de la classe des
sémaphorines virales ou SEMAV. Par principe les lettres capitales sont réservées aux
sémaphorines isolées chez I'numain (ex : SEMAS3A, B C ou D) tandis que les minuscules
s adressent aux sémaphorines de la souris (Sema3A, B, C ou D). Le chiffre désigne la sous
classe de sémaphorine et la lettre qui suit désigne le membre de cette sous classe. Chez les
invertébrés, la nomenclature différe légerement et se caractérise par | interposition d'un trait

dunion (Sema-1a par ex).

La classe 3 des sémaphorines humaines concerne les sémaphorines sécrétées ayant un
domaine d'homologie avec les immunoglobulines et une séquence carboxy-terminale riche en
acides aminés basiques. Ces sémaphorines établissent via leur domaine carboxy-terminal des
liaisons avec les charges négatives de la matrice extracellulaire ou de la membrane
cytoplasmique, leur domaine Ig servant a la relation avec d'autres protéines. Sont regroupées
dans cette classe la SEMA3A (anciennement collapsine 1 ou H Semalll), la SEMA3B
(anciennement H SemaA ou V), la SEMA3C (anciennement collapsine 3 ou H SemakE), la
SEMA3D (anciennement collapsine 2), la SEMA3E (anciennement collapsine 5) et la
SEMAGSF (anciennement H SemalV).

Les neuropilines sont des glycoprotéines transmembranaires récepteurs des
sémaphorines de classe 3. Elles fonctionnent également comme des co récepteurs des
isoformes 165 et 145 du VEGF (Vascular Endothelial Growth factor) et jouent donc a ce titre

un rble au cours du développement et de la tumorogenese (cf infra).



61

b. fonctions des sémaphorines

Les sémaphorines ne jouent pas uniquement un role dans le développement du
systéme nerveux central mais sont également exprimées par un certain nombre de tissus
adultes ou embryonnaires ou elles exercent diverses fonctions (Tamagone et Comoglio 2000).
Par exemple, elles sont impliquées dans la mobilité des cellules endothéliales, le
bourgeonnement capillaire et la formation de microvaisseaux in vitro. Elles participent au
contréle de la prolifération des lymphocytes T, a I'agrégation des lymphocytes B, ainsi qu'a la
survie et a la différenciation des lymphocytes des centres germinatifs. La Sema3A est
également responsable d'une inhibition de la bifurcation bronchique au cours de la

morphogenése du poumon feetal chez la souris (Ito et al 2000).

c. sémaphorines et cancer

Le rdle des sémaphorines, et plus particulierement des SEMA3B et SEMAS3F dans la
carcinogenése pulmonaire, n’est pas précisément connu. Le géne de la SEMA3F a été isolé a
partir d'une délétion homozygote survenant dans trois lignées de carcinomes a petites cellules
bronchiques (Roche et al 1996, Xiang et al 1996, Sekido et al 1996). Cette région 3p21.3 est
connue pour abriter plus de 19 candidats génes suppresseurs de tumeur en plus de ceux de
SEMAZ3B et SEMAS3F. Elle correspond a un site de perte d'hétérozygotie et de délétions
homozygotes dans 80% des cancers pulmonaires mais aussi dans 40 % des lésions
prénéoplasiques bronchiques et des muqueuses normales des voies aériennes des fumeurs. La
région 3p21.3 abrite également le géne de la béta caténine, dont la délétion homozygote
inhibe la croissance d'une lignée de cellules mésothéliales malignes NCI-H28 (Usami et al
2003) et dont les mutations semblent rares dans les cancers pulmonaires (Shigemitsu et al
2001). Récemment a été identifié en 3p21.3 le géne LIMD1 (LIM domains containing protein
1) qui interagit avec le géne Rb et inhibe la transcription médiée par E2F1, supprimant donc
I’expression des genes comportant des éléments de réponse a E2F1. LIMD1 supprime la
croissance tumorale in vivo et in vitro et se comporte a ce titre comme un géne suppresseur de
tumeur (Sharp et 2004). Cette région 3p21.3 comporte une séquence de 80 kDa, contenant les
genes des semaphorines 3A et 3F, et présente un effet suppresseur de la croissance tumorale
(Lerman and Minna 2000, Sekido et al 1996). Comme argument en faveur du role suppresseur
de SEMA3B et SEMAZ3F, on retiendra la fréquente perte d'expression des ARN messagers de

la SEMA3B dans 80% des cancers pulmonaires (Tomizawa et al 2001) et I'implication de la
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SEMAZ3F dans la suppression de la croissance tumorale de cellules HEY d’adénocarcinome
ovarien (Buick et al 1985) ou A9 de fibrosarcome chez la souris nude, ainsi que l'altération
dans ces mémes cellules de la réponse a l'apoptose induite par 1’Adriamycine et le Taxol
(Xiang et al 2002). Par contre, on n'observe pas de suppression de la formation tumorale par
SEMAGZF dans certaines lignées de carcinomes a petites cellules (Xiang et al 2002, Kok et al
1993) et les mutations des génes de SEMA3B et SEMAS3F sont rares (Tomizawa et al 2001).
Néanmoins | étude en immunohistochimie de la distribution de I'expression de la SEMA3F
dans le poumon normal et dans les tumeurs pulmonaires (Brambilla et al 2000) témoigne
d'une expression de la SEMA3F dans les cellules épithéliales pulmonaires normales
alvéolaires et bronchiolaires (pneumonocytes et cellules basales bronchiolaires) sous la forme
d'un marquage essentiellement membranaire et a un moindre degré cytoplasmique. Dans les
tumeurs, seuls les adénocarcinomes bien différenciés (carcinomes bronchioloalvéolaires et
adénocarcinomes papillaires) et les carcinoides conservent une expression de la SEMA3F
membranaire et cytoplasmique, alors qu elle est perdue ou uniquement cytoplasmique dans
tous les autres carcinomes a grandes cellules. La SEMAS3F serait impliquée dans la mobilité
cellulaire comme le suggére I'expression de la SEMAS3F par les cellules tumorales isolées
observées en périphérie des tumeurs. L analyse en microscopie confocale de culture de
cellules Calu-3 met de plus en évidence un marquage accru a l'aide d'un anticorps anti
SEMAG3F dans les pseudopodes ou protrusions cellulaires (lamellipodes) des cellules en
migration sur les berges d’une plaie sur monocouche de culture cellulaire au stade inhibition
de contact.

Une autre sémaphorine secrétée, la SEMA3C est hyperexprimée dans des lignées
tumorales métastatiques unigquement et son expression serait donc corrélée au pouvoir
métastatique (Christensen et al 1998). Par ailleurs I'expression de la SEMAS3E confére un
phénotype chimiorésistant a des cellules tumorales d ordinaire sensibles au cisplatine et ceci
indépendamment du gene MDR ; son expression est également induite par des irradiations
UV ou par des rayons X (Yamada et al 1997). Par ailleurs une autre sémaphorine, la
SEMA4D ou CD 100, est impliquée dans la résistance a |'apoptose des lymphocytes B et
induit la formation d agrégats in vitro ( Dorfman et al 1998). Enfin I’expression de la CRMP-
1 ou Collapsin Response Mediator Protein-1, qui est un des effecteurs de la voie de
signalisation des sémaphorines, est inversement corrélée au potentiel invasif des cellules
carcinomateuses pulmonaires en culture, ainsi qu’a un stade pTNM élevé, a la survenue de
métastases ganglionnaires et a une plus courte survie dans les cancers pulmonaires (Shih et al
2001).
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I11. VEGF ou Vascular Endothelial Growth Factor

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) est un facteur de croissance
angiogenique de type “heparin binding” présentant une grande spécificité pour les cellules
endothéliales. 1l est le principal médiateur de la néovascularisation impliquée dans différentes
pathologies (Carmeliet 2000, Ferrara 2000). Il appartient a une famille de cing membres
comportant le VEGF (A), le VEGF-B, le VEGF-C, le VEGF-D et le VEGF-E ou Orf virus
VEGF et le PIGF. Ces facteurs de croissance produisent des signaux par | intermédiaire de
I"activation de récepteurs de type tyrosine kinase. VEGF est un homodimere dont les
composants sont reliés par des ponts disulfite. Plusieurs isoformes sont générées par splicing
alternatif dont VEGF 121, 145, 165, 189 ou 206, en fonction du nombre d acides amines
composant les polypeptides et de la présence ou non des résidus codés par les exons 6 et 7.
Dans I'ensemble, la plupart des cellules exprimant VEGF expriment préférentiellement les
isoformes 121, 165 et 189. VEGF 145 et 206 sont rares et restreints aux cellules placentaires
(Zachary et Gliki 2001).

a. récepteurs du VEGF

VEGF-A,
VEGF-A,,, VEGF-A,,, VEGF-A,,,
VEGF-A,,, VEGF-C  PIGF-2
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Figure 8: Récepteurs du VEGF d apres Zachary (2003).
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VEGF R1, VEGF R2 et VEGF R3

Plusieurs récepteurs du VEGF ont eté identifiés dont VEGF R1 ou flt (fms-like
tyrosine kinase), VEGF R2 ou flk-1 (fetal liver kinase-1) appelé encore KDR pour «kinase
insert domain containing receptor » et VEGF R3 ou FLT4.1ls présentent des similitudes
fonctionnelles et structurales avec les récepteurs de la famille des récepteurs aux PDGF
(Neufeld et al 1999) (Figure 8). Ces recepteurs ont tous 7 domaines extracellulaires
homologues avec ceux des immunoglobulines sur leur partie extracellulaire et un domaine
intracellulaire tyrosine kinase. VEGF R1 et 2 sont exprimés essentiellement par les vaisseaux
sanguins alors que VEGF R3 est exprimé par les cellules endothéliales des vaisseaux
lymphatiques. VEGF fixe a la fois VEGF R1 et 2 et est capable dinduire des hétérodimeres
entre eux. Parmi les autres membres de la famille du VEGF, PIGF et VEGF-B fixent VEGF
R1, et VEGF-C et -D interagissent avec VEGF R2 et 3. Des sites de fixations pour VEGF R1
et 2 existent symétriqguement a chaque pole de VEGF et les interactions entre les monomeres
de récepteurs induisent leur dimeérisation et leur activation par phosphorylation. VEGF R2 sert
d’intermédiaire aux effets de VEGF sur les cellules endothéliales, a la différence de VEGF R1

qui induit également la migration des monocytes et la migration des cellules endothéliales

VEGF R1 est une glycoprotéine de 180 kDa et a une haute affinité pour VEGF (de
Vries et al 1992) mais peut également se fixer a d autres ligands comme VEGF B et PIGF.
VEGF R1 est exprimé par les cellules endothéliales quiescentes mais aussi prolifératives, et
joue donc probablement un réle dans la maintenance des endothéliums. VEGF R1 est
essentiel a la vasculogenése et les souris knock-out pour VEGF R1 décédent au 8 eme jour de
la vie embryonnaire par défaut d organisation des cellules endothéliales pour former des
vaisseaux sanguins (Fong et al 1995). VEGF R1 est aussi impliqué dans le chimiotactisme des
monocytes et dans I'expression des métalloprotéinases par les cellules musculaires lisses
vasculaires (Barleon et al 1996, Wang et Keiser, 1998). Une forme tronquée et soluble de
VEGF R1 (sFlt-1) ne présentant que 6 domaines Ig like, se comporte comme un récepteur
« leurre », en soustrayant VEGF a ses autres récepteurs et en formant des hétérodimeres non
fonctionnels avec VEGF R2 (Kendall et al 1996). Par exemple de hauts niveaux de VEGF R1
solubles sont observes dans le placenta ou ils contrdlent les niveaux de VEGF au cours des

différents stades de la grossesse.
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VEGF R2 est une glycoprotéine de 200 a 230 kDa présentant également une haute
affinité pour VEGF mais aussi pour VEGF-C et VEGF-D (Quinn et al 1993). Les souris
VEGF R2-/- décedent au 9eme jour de la vie embryonnaire par anomalies de développement
des précurseurs des lignées hématopoiétiques et endothéliales. VEGF R2 n'est pas exprimé
par les vaisseaux adultes quiescents et VEGF R2, via la phosphorylation de ses résidus
tyrosine, est impliqué dans la mitogenése et le chimiotactisme des cellules endothéliales (Quin
et al 1993, Waltenberg et al 1994).

VEGF R3 ou Flt-4 a une expression restreinte a I'endothélium des vaisseaux
lymphatiques des tissus adultes. VEGF R3 se fixe a VEGF-C et VEGF-D mais pas & VEGF et

contréle la lymphangiogenése (Kaipainen et al 1995).

L expression de ces récepteurs est stimulée par I'hypoxie, VEGF R1 comme VEGF
possédant une séquence consensus HIF-1 sur son promoteur. Par contre VEGF R2 ne possede
pas une telle séquence et son expression peut étre a I inverse discretement diminuée par
I"hypoxie. Cependant I'expression de VEGF R2 est induite au niveau post transcriptionnel par
I"ischémie tissulaire et par différents facteurs de croissance. Ainsi I'expression de VEGF elle-
méme entraine une augmentation de celle de VEGF R2. bFGF agit également en synergie
avec VEGF pour induire I'angiogenése via une augmentation de I'expression de VEGF R2
par les cellules endothéliales. L expression de VEGF R2 varie également en fonction des
interactions intercellulaires ou cellule- matrice extracellulaire (variation en fonction de la
densité cellulaire en culture ou en fonction des niveaux de PECAML1 ou platelet endothelial

cell adhesion molecule 1) (Robinson et Stringer 2001).

Neuropilines 1 et 2

Les cellules endotheliales comportent d autres récepteurs de plus petite taille que
VEGF R1 et 2 qui se fixent électivement sur VEGF165 sur sa partie carboxy-terminale codée
par I'exon 7 (Soker et al 1996). Ces récepteurs sont des protéines transmembranaires ayant un
court domaine intracellulaire. Elles sont également exprimees par certaines lignées
carcinomateuses du sein et de la prostate (Bachelder et al 2001, Latil et al 2000b). Elles ont
été identifiées par chromatographie d affinité comme correspondant a des récepteurs connus

des sémaphorines (cf supra) (He et Tessier- Lavigne 1997, Kolodkin 1997).
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Neuropiline 1 (Np-1) est une glycoprotéine de 130 acides amines haitement conservée
identifiée initialement dans le tissu nerveux en développement (Soker et al 1998). Un
deuxieme gene, celui de la neuropiline 2 (Np-2), a été identifieé par clonage d expression et
présente des homologies de structure avec celui de Np-1. Les neuropilines 1 et 2 contiennent
toutes deux un domaine extracellulaire de 860 acides aminés, un domaine transmembranaire
et un court domaine intracellulaire de 40 acides amines. Leur domaine extracellulaire est
composé de 5 régions nommées al, a2, b1, b2 et c. Ce dernier partage des homologies avec le
domaine MAM (meprin, A5 protein, p protein tyrosine phosphatase). Ces régions sont
impliquées dans la fixation des ligands et la formation d"homo ou hétérodimeres. Des formes
tronquees de neuropilines existent, dépourvues de domaines transmembranaire et
cytoplasmique. Ces neuropilines (trois Npl et une Np2) sont donc libérées par les cellules et

solubles.

Dans le systeme nerveux, I'expression des neuropilines est localisée aux axones, et
impliquée dans leur croissance et leur guidance. Les neuropilines sont également exprimées
au cours du développement cardiaque, des membres, du placenta, du rein, des poumons et de
I"épiderme. Elles sont également exprimées par les cellules endothéliales, et participent a
I’angiogenése : la Np-1 est semble-t-il un co-réceptor de KDR ou VEGF-R2 et la co-
expression par les cellules endothéliales de Np-1 et de KDR favorise la fixation de VEGF sur

KDR pour permettre le chimiotactisme des cellules endothéliales.

Au cours du développement pulmonaire, la neuropiline 1 est semble t-il impliquée
dans la migration et la différenciation des cellules et dans la morphogenése en favorisant
notamment les ramifications bronchiques (ou « branching »). Ainsi des souris homozygotes
NP-1-/- présentent un développement pulmonaire tres inférieur aux souris hétérozygotes Np-1
+/- ou homozygotes Np-1 +/+. Par contre les souris Np-2 -/- survivent et présentent

essentiellement des défects neurologiques.

De facon intéressante, les neuropilines ont également été identifiés comme les
récepteurs des semaphorines dans la morphogenese pulmonaire, la SEMAS3A étant impliquée
dans le développement des bronchioles terminales, la SEMA3C dans celui des bronches

lobaires et la SEMA3F dans celui de I’épithélium trés terminal bronchioloalvéolaire

(Kagoshima et al 2001).
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Les neuropilines sont également exprimées par les cellules de la créte neurale, les
ostéoblastes, les cellules mésangiales, les cellules neuroendocrines et un certain nombre de
cellules tumorales (Soker et al 1998) notamment mammaires, prostatiques et pancréatiques
(Bachelder et al 2001, Latil et al 2000b, Fukahi et al 2004). L’expression des neuropilines a
été rapportée dans les ostéosarcomes (Handa et al 2000), les mélanomes (Lacal et al 2000) ou
encore les astrocytomes (Ding et al 2000) ou elle est le plus souvent corrélée a un mauvais
pronostic. Dans les carcinomes non a petites cellules pulmonaires, la co-expression de Np-1 et
de Np-2 est corrélée a la progression tumorale et a la néovascularisation (Kawakami et al
2002).

b. Voies de signalisation du VEGF (Figure 9)

La plupart des effets de VEGF sont médiés par KDR (ou VEGFR?2), qui est actif par la
dimeérisation provoquée par sa fixation a son ligand, et par |'autophosphorylation de ses

résidus tyrosine tandis que des tyrosines phosphatases entrainent son inactivation.

Une des voies principales de signalisation de VEGF concerne la survie des cellules
endothéliales via I"activation de PI-3-kinase qui active a son tour la kinase anti apoptotique
Akt/protein kinase B. Akt en retour phosphoryle et inhibe les protéines pro apoptotiques Bad
et la caspase 9. Les effets sur la survie a long terme des cellules endothéliales sont médiés par
une augmentation du niveau d expression de protéines pro apoptotiques comme Bcl2 et Al ou
la survivine et les protéines IAP (protéines inhibitrices de 1’apoptose) qui inhibent soit les
caspases soit leurs effecteurs (Gerber et al 1998, Tran et al 1999). Akt est également
impliquée dans la production de NO induite par VEGF via la phosphorylation de eNOS
(endothelial constitutive Nitric Oxide Synthetase). Les voies de signalisation médiées par Akt
dépendent également de VE (Vascular Endothelial) cadhérine, élément majeur des jonctions
adhérentes endothéliales. Ainsi un défaut ou une amputation de la partie cytosolique de VE
cadhérine entraine des anomalies de développement et de maturation des vaisseaux sanguins
au cours de I'embryogenese.Elle s'accompagne également d une mort accrue des cellules
endothéliales, d’une perte des associations entre KDR et VE cadherine, beta catenine et P13-
kinase, et d"une diminution de la signalisation de Akt et de I"expression de Bcl2. Cette voie de

signalisation est egalement dépendante des intégrines, dont I'intégrine alpha v beta 3, et
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VEGF induit la phosphorylation de FAK (Focal Adhesion Kinase) qui est un élément majeur
des voies de signalisation des intégrines.

VEGEF est par ailleurs un activateur des protéines ERK 1 et 2 via KDR, I"activation par
les récepteurs tyrosine kinase des ERK induisant une activation de la cascade Raf-
1/MEK/ERK. KDR active aussi ERK de facon ras indépendante par I'intermédiaire d une
phosphorylation et donc d une activation de PLC (phospholipase C) gamma, entrainant une
activation de PKC (proteine kinase C). VEGF active également la voie de JNK (ou c-jun
terminal protein kinase) ainsi que I'expression de COX-2 via I"activation de cPLA2 (cytosolic
phospholipase), et entraine ainsi la production de prostaglandines dérivées de COX comme
PIG2 et PGE2. Ainsi les récepteurs tyrosine kinase de la famille EGF-R et VEGF-R croisent
leurs effets d’aval au niveau de la survie cellulaire, via la voie d’Akt phosphorylé, et au

niveau de la prolifération via la voie MEK-ERK.

Une autre voie concerne le chimiotactisme et la migration des cellules endothéliales et
implique FAK, les intégrines et les récepteurs tyrosine kinase. Les voies de signalisation de
FAK mettent en jeu la famille des kinases src, qui est activée lors de la signalisation de KDR
par le VEGF responsable de la migration des cellules endothéliales et de leur survie. La
proteine kinase p38 est également impliquée dans la migration des cellules endothéliales de
méme que NO, des petites GTPases ou la protéine Rho.

La voie de signalisation de VEGF mediée par VEGFR1 met en jeu la phosphorylation
de PLC gamma et I'activation de ERK, mais semble dans I'ensemble peu relevante
biologiquement, générant des effets plus faibles que KDR ; il est méme probable que
VEGFRL serve de leurre pour réguler négativement les effets de KDR.



69

z VEGF-A
Matrix GF-Ases Vascular tone
Permeability
Angiogenesis
NO PGs
Integrin Oy Ps KDR A
‘ --------- ’ ¢ _Q\Ng‘K )
— . (sHP2)
CVRAP Y951
o Y996j l 105;;.“;';-[?” eNOS
?
Sre (_( ‘ 1059Y *
’ Y1214—| I—1175Y—> PLC-y =3 IP;=3» Ca 2* =3»|=—3» pPpP2B
NO —> (FAK) 4 v v *
?
PGs NFAT
* PI3K PKC
Migration \ +
Survival * R!M

eNOS <& | Akt cPLA, COX2 expression

o 4 i al
gration ;d

ERK1/2 <P INK

Survival *

Gene expression
DNA Synthesis

Figure 9: Voies de signalisation du VEGF d’aprés Zachary (2003)

c. voies de régulation de VEGF

De nombreuses cytokines régulent et induisent I"expression de VEGF dont PDGF, le
TNF alpha, TGF alpha et beta, FGF4, EGF, IGF1 et les interleukines IL-1 alpha et beta, et
IL-6.

L hypoxie induit une élévation rapide et intense du niveau des ARN messagers de
VEGF, notamment en périphérie des plages de nécrose tumorale, faisant de VEGF le principal
facteur angiogénique induisant la néovascularisation en réponse a I'hypoxie. L adénosine
provenant des cellules hypoxiques se fixe sur les recepteurs adénosine A2 qui activent VEGF
par le biais de protéines kinases dépendantes de cAMP, les PKA. Par ailleurs, il existe un
élément de réponse a I'hypoxie (HRE) contenant une séquence consensus pour la fixation de
HIF- 1 (Hypoxia- Inducible-Factor) et qui permet donc | activation de VEGF en cas de baisse
des niveaux d oxygeéne. Par ailleurs, I"hypoxie permet la stabilisation des ARM messagers de
VEGF par I'intermeédiaire de protéines telle que la protéine HURMRNA, qui se fixent en 3' ou

en 5'sur les régions UTR (UnTranslated Region) des ARNm.
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Une autre voie de régulation de VEGF implique le géne suppresseur de tumeur VHL
(Von Hippel Lindau) dont les mutations s observent dans des tumeurs trés vascularisees
comme I'hémangioblastome cérébelleux et les carcinomes rénaux, ce gene réprimant a | état
normal des génes tel que VEGF dont I'expression est induite par I'hypoxie. Au niveau post
transcriptionnel, VHL séquestre toujours a |état normal les PKC zeta et delta dans le
cytoplasme, empéchant leur translocation au niveau de la membrane cytoplasmique et donc
I"activation des MAPK et celle de VEGF. La protéine VHL permet egalement
I’ubiquitinylation et la protéolyse de VEGF, laquelle est supprimée par une mutation du geéne
VHL conduisant a [I’accumulation post transcriptionnelle de VEGF. Au niveau
transcriptionnel, VHL forme un complexe avec le facteur de transcription SP-1 et inhibe
I"induction de I'expression de VEGF provoquée par la fixation de SP-1 sur le promoteur de
VEGF (Robinson et Stringer 2001). A noter enfin que dans les carcinomes non a petites
cellules, la survenue de mutations de p53 est corrélée a I'expression de VEGF (Niklinska et al
2001).
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LA TELOMERASE

| Sénescence cellulaire réplicative

La sénescence cellulaire se definit comme un arrét de la prolifération qui affecte les
cellules normales au terme d’un certain nombre de divisions cellulaires. Apres 20 divisions
cellulaires environ, les cellules somatiques normales se divisent de plus en plus lentement
puis stoppent leur division et rentrent en sénescence. Les cellules sénescentes issues de
cellules régénératives, deviennent insensibles aux signaux de croissance mais restent
métaboliquement et synthétiguement actives. Elles présentent des caractéristiques
morphologiques particuliere telles qu ‘un noyau et cytoplasme volumineux, une forme aplatie,
une richesse accrue en lysosomes, en mitochondries, en composants de la matrice
extracellulaire et produisent des facteurs paracrines qui affectent la croissance et la survie des
cellules voisines ainsi que 1’organisation tissulaire. Ainsi des fibroblastes sénescents peuvent
favoriser la prolifération de cellules épithéliales prénéoplasiques immortelles présentant des
mutations de p53 et accélerer la croissance et la tumorogenese de lignées cellulaires tumorales
(Krtolica et al 2001). Le profil d’expression génique de ces fibroblastes sénescents est
perturbe avec de hauts niveaux de cdk inhibiteurs, tels que p16 et p21, et une accumulation de
Rb hypophosphorylée.

La sénescence cellulaire est un état irréversible qui recouvre plusieurs phénotypes. La
sénescence peut étre induite par le raccourcissement des téloméres (sénescence réplicative).
Elle n’est alors pas directement liée a la perte d’ADN télomérique, mais plutdt a des
modifications des structures chromatiniennes télomériques. La sénescence cellulaire peut
également étre induite par une exposition de cellules normales a un stress oxydatif, aux UV, a
des radiations ionisantes, a la mitomycine C ou induite par des signaux de croissance
dépendant de I’activation de la protéine Ras activée. L’ensemble de ces stimuli provoque une
sénescence prématurée induite par le stress (ou « stress- induced premature senescence »)

appelée encore sénescence accélérée, au bout seulement de 10 a 15 divisions .
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Les mécanismes moléculaires de la sénescence cellulaire impliquent les deux
principaux génes suppresseurs de tumeur p53 et Rb (Ide et al 1983). Néanmoins les cellules
sénescentes ne rentrent pas en apoptose et I’effecteur de P53 dont elle active la transcription

inhibi . En cas de sénescence réplicative, 1’arrét de la croissance es
est un cdk inhibiteur P21"". E d plicative, Parrét de 1 t
4ARF o

qui

permet a P53 d’échapper a la dégradation. En cas de sénescence accélérée Ras induite,

initié par 1’activation de P53, stabilisée grace a la séquestration de HDM2 par P1

I’activation de P53 est due a la régulation de son acétylation par la protéine suppresseur de
tumeur PML (ProMyelocytic Leukemia). L’activation de P53- P21" est seulement
transitoire et les niveaux d’expression de ces protéines diminuent au cours de I’installation de

47RF en

I’arrét de croissance. Ras induit également une sénescence via l'activation de Pl
activant les voies de signalisation Raf-MEK-ERK et Dmpl (Sreeremanemi et al 2005), un
autre cdk inhibiteur, P16™X*, permet le maintien de I’arrét de la croissance dans les cellules
sénescentes. En inhibant les cdk4 /cdk6, il empéche les complexes cdk4/cdk6- cycline D1 de
phosphoryler et d’inactiver Rb, qui dans sa forme hypophosphorylée, réprime activement les
génes commandant Ientrée en S en séquestrant E2F. Les altérations de la voie P53 -P21"4"
permettraient ’établissement de la sénescence. Celles de la voie P16™<*-Rb permettraient le
maintien de [’état de sénescence et coincideraient avec 1’apparition de modifications
morphologiques spéecifiques. Néanmoins cette hypothése est remise en question actuellement
au profit de la théorie selon laquelle P21"*" serait plus impliqué dans la sénescence
réplicative et P16™** dans celle induite par le stress (Itahana et al 2003). En effet, dans

certains lignées de fibroblastes humains résistants a la sénescence induite par le stress, on note

1wafl 6INK4

une accumulation de P2 mais pas de P1 méme quand les cellules sont en sénescence

réplicative compléte, et I’inactivation de P53 restaure la prolifération (Beauséjour et al 2003).

INK4
6

A Tinverse, certaines lignées expriment de hauts niveaux de P1 méme en état de

présénescence mais cette sénescence n’est plus réversible une fois établie malgré

’inactivation de P16 INK4

, P53 ou des deux. L’expression de P16 semble contrdlee par des
facteurs de transcription et des protéines chromatiniennes comme Ets, Id-1 et Bmi-1 (Ohtani
et al 2001). D’autres cdk inhibiteurs jouent également un rdle dans la sénescence des

fibroblastes comme P27 et P15™K*B (Munro et al 2001, Malumbres et al 2000).

La sénescence met en jeu la voie d’activation par le stress de la MAPK kinase
(mitogen activated protein kinase) p38. Les télomeéres courts se comportent comme des
cassures de I’ADN double brin et entrainent une réponse de type dommage de ’ADN. La voie

des MAPK est en fait constituée d’une cascade de trois protéines MAPKKK (MAPK kinase
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kinase) ou Raf-1, MAPKK (MAPK Kinase) et de MAPK. Sous I’effet d’un stress, les kinases
en amont activent les kinases en aval qui phosphorylent et donc activent p38 (Wang et al
2002). L’activation de p38 entraine un arrét du cycle cellulaire en levant la répression exercée
sur Rb par E2F1 en permettant la dissociation du complexe. Par ailleurs les noyaux des
cellules sénescentes comportent des structures d’hétérochromatine appelées SAHF
(senescence associated heterochromatic foci) dont la formation coincide avec la synthese
d’une protéine de I’hétérochromatine HP1 via la répression de promoteurs de génes impliqués
dans la prolifération cellulaire régulés par E2F et réprimés par Rb (Narita et al 2003). Les
noyaux des cellules sénescentes comportent aussi des structures intranucléaires comme la
protéine PML (ProMyelocytic Leukemia) dont le géne subit une translocation réciproque avec
le géne du récepteur a I’acide rétinoique dans certaines leucémies. Lors de la sénescence
réplicative ou induite par Ras, les taux de protéine PML et les corps nucléaires PML

augmentent (Ferbeyre et al 2000).

Les deux types de sénescence, réplicative et accélérée (Figures 10 et 11), jouent un
role dans le programme « anticarcinogénique » des cellules normales, et préviennent la
croissance de cellules ayant subi des dommages de ’ADN ou des mutations impliquant ras
par exemple. Les cellules tumorales évitent I'entrée en sénescence réplicative en inactivant la
voie P53-P21"*" et en maintenant la taille de leur téloméres par I’activation d’une enzyme, la
télomérase, ou via d’autres mécanismes alternatifs ayant les mémes effets (ALT ou
Alternative Lengthening of Telomeres). Elles échappent également a la sénescence accélérée
lors de dommages de I’ADN en inactivant la voie de P16, Ainsi les cellules tumorales
présentent a la fois des modifications morphologiques typiques des cellules sénescentes, de
courts télomeres, des mutations de ras, et se dotent en plus de mécanismes adaptatifs
d’échappement a la sénescence comme [’activation de la télomérase et 1’inactivation de

P53 /P16'NK4 p14ARF,
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Figure 10: Evénements principaux intervenant dans la sénescence réplicative et la
sénescence accélérée de fibroblastes normaux (D’aprés Roninson 2003)
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Figure 11: Sénescence tumorale et ses conséquences (D’aprés Roninson 2003)
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I1. Structure et rbles des télomeéres

Un des obstacles majeurs a la progression tumorale est représenté par la limitation du
nombre de cycles de réplication cellulaire. Les télomeres, portion répétitive d’ADN riche en
guanine de type TTAGGG (Cheng et al 1989) répétée 150 a 2000 fois sont situés a I’extrémité
des chromosomes. Ils sont longs de 5 a 8 kb et possédent une extrémité 3’ excédentaire
existant sous la forme simple brin (Pommier et al 1995). L’extrémité des téloméres forme une
boucle impliquant I’extrémité simple brin ou boucle T et dont la base est constituée de
séquences telomériques répétitives formant une boucle D. Les protéines associées aux
téloméres participent a la stabilité de ces boucles. Les téloméres peuvent exister sous deux
formes, I’une dite ouverte permettant I’accés de la télomérase en vue d’une ¢élongation, et
I’autre dite fermée ou boucle T ne permettant pas 1’acceés de I’extrémité simple brin a la
télomérase. Le passage a la forme boucle T est semble-t-il gouverné par des protéines
télomériques liées a I’ADN double brin TRF1 (Telomeric Repeat Binding Factor) et TRF2
(Figure 12).

Par ailleurs I’ADN télomérique peut se replier et former des structures quadruplex
c’est a dire impliquant 4 brins d’ADN, deux brins double d’ADN ou quatre extrémités simple
brin (Greider 1999) (Figure 13). Ces structures quadruplex adoptent des formes différentes
selon qu'elles sont intra ou intermoléculaires. Elles comportent toutes un motif répété appelé
quatuor G constitué de 4 guanines stabilisées par des liaisons hydrogéne et de conformations
syn ou anti. Des protéines chaperones comme la topoisomérase 1 et Rapl favorisent la
formation des structures quadruplex ainsi que la teneur en ions sodium et potassium tandis
que les hélicases sélectives les défont. Le rdle de ces structures quadruplex est probablement
de proteger les télomeéres (« capping »), de participer aux recombinaisons chromosomiques, et
d’influencer la transcription génique en impliquant dans leur structure des promoteurs de
genes tels que c-Myc (Figure 14). Elles sont actuellement la cible toute désignée de nouveaux
essais thérapeutiques visant & empécher I’action de la télomérase et le maintien de la taille des

télomeres (cf infra).
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Telomere D-loop Duplex DNA
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le.g-, img., TAF1)

Figure 12: Boucles télomériques T et D et protéines associées aux téloméres
(D’aprés Rezler et al 2003)
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Figure 13: Formations des tétrades et des structures quadruplex G
(D'apres Hurley 2001)

Les brins d’ADN a I’extrémité des chromosomes comportent des homopolymeres
poly(G) qui forment des structures en tétrades (rappelant les tétrades de guanosine)

s’assemblant pour former des structures G quadruplex.
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Figure 14: Roles possibles des structures quadruplex G (D'aprés Hurley 2001)

Les structures quadruplex pourraient protéger les extrémités 3’ riches en guanine des
chromosomes, participer a I’alignement et a 1’appariement des chromosomes homologues et a
la recombinaison des genes des immunoglobulines. Elles pourraient également réprimer ou

réguler la transcription de génes a proximité.

Les télomeéres sont essentiels a la protection, au positionnement et a la réplication des
chromosomes en empéchant les fusions termino-terminales chromosomiques, en protégeant
I’extrémité des chromosomes de la dégradation enzymatique exonucléolytique (Makarov et al
1997), en intervenant dans la régulation de 1’expression de génes (effet positionnel) ou
facilitant le maintien de I’architecture nucléaire en permettant I’ancrage des chromosomes a la
matrice nucléaire. Néanmoins, leur taille réduit a chagque cycle cellulaire, avec perte a chaque
division de 50 a 200 nucléotides selon le type de cellule (Allsopp et al 1992, Counter et al
1992). Lorsque leur taille est inférieure a 1000 pb, soit 1’équivalent en moyenne d’environ 20
cycles cellulaires restants, la cellule rentre en sénescence réplicative ou limite de Hayflick
(Hayflick 1965). Ce phénomeéne, véritable « horloge biologique de la cellule » entraine sa
sortie du cycle (Allsopp et al 1992, Harley et al 1990). Il serait du a I’action réplicative
incompléte des DNA polymérases au niveau de I’extrémité 5° (“end replication problem”).

Cet enzyme ne fonctionne que dans le sens 5°- 3’ et utilise des amorces ribonucléiques dont la
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dégradation ultérieure entraine la formation d’une extrémité simple brin 3’. Ces extensions

simples brins sont essentielles aux fonctions des télomeres (Garvik et al 1995).

I11. R6le de la télomérase

La télomérase permet de palier a la réduction de la taille des télomeéres en permettant
leur élongation. De facon physiologique, elle est réprimée dans les cellules somatiques
normales mais exprimeée dans les cellules germinales, les cellules souches et progénitrices ou
a fort taux de renouvellement comme les lymphocytes T ou B. Une hypothése en deux étapes
permet d’expliquer a la fois la sénescence cellulaire et I’'immortalisation. A la différence des
cellules germinales dont la taille des téloméres est conservée grace a 1’action de la télomérase,
la plupart des cellules somatiques humaines subissent a chaque division cellulaire une
réduction de la taille des téloméres jusqu’a une taille critique qui précipite les cellules en
sénescence réplicative ou mortalite M1 (Wright et al 1989) par I’intermédiaire de signaux de
dommages de I’ADN mettant en jeu la voie de signalisation p53/ATM (IJpma et al 2003). Les
cellules tumorales échappent a la sénescence réplicative en inactivant les genes- verrous du
cycle cellulaire que sont p53 et Rb/p16 pour continuer a se diviser et supporter d’autres pertes
télomériques (Shay et al 1991). Lorsque les anomalies chromosomiques liées a la perte des
téloméres deviennent trop importantes, les cellules rentrent en crise de mortalité M2
caractérisée par une mort cellulaire massive (Counter et al 1992). Les rares cellules
survivantes (1/10") surmontent cette crise d’instabilité génétique grice & la réactivation de la
télomérase et se dotent ainsi d’une capacité de prolifération illimitée ou immortalité cellulaire.

En somme, la télomérase permet I’immortalisation de cellules transformées en leur
conférant la capacité d’échapper a la crise M2 (Halvorsen et al 1999). Cependant la
télomérase ne peut induire a elle seule un phénotype de cellules transformées (Jiang et al
1999, Morales et al 1999). Son inhibition peut limiter la croissance tumorale (Hahn et al
1999a), et I’expression ectopique de la sous unité catalytique hTERT en association avec celle
de différents oncogenes du virus SV40 ou celle de H-ras permet la transformation de
fibroblastes humains normaux ou de cellules épithéliales normales en cellules tumorales
(Hahn et al 1999D).

A signaler que d’autres mécanismes dits alternatifs (ALT) de maintien de la taille des
téloméres existent dans les cellules tumorales en dehors de la télomérase: environ 10 a 15%

des tumeurs sont télomérase négatives tout en présentant des capacités prolifératives
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comparables aux tumeurs exprimant la télomérase (Bryan et al 1997). Ces cellules tumorales
télomérase négatives comportent des télomeres longs dont la taille atteint jusqu’a 50 kb. Ils
sont le siege soit de recombinaisons des sequences télomériques soit de duplications sub
télomériques. Principalement ce sont les ostéosarcomes et les carcinomes adrénocorticaux qui

pour 83% d’entre eux sont télomérase négatifs et utilisent les mécanismes ALT.

1V. Le complexe enzymatigue de la télomérase

Le complexe télomérasique est d’environ 1000 kDa chez les mammiféres et est
localisé dans le noyau sous la forme d’un assemblage de plusieurs sous unités protéiques dont
les principales sont hTERT (telomerase reverse transcriptase) ou sous unité catalytique,

hTEP1 (telomerase protein component 1) et hTERC ou molécule d’ARN « patron » .

1. Sous unité catalytique hTERT

La sous unité catalytique de la télomérase pl23 a été initialement purifiée chez
Euplotes Aediculatus puis chez la levure Saccharomyces Cerevisae (Est2P), chez les
protozoaires, les plantes, les mammiferes puis enfin chez ’homme sous les synonymes de
hTCS1, hTRT et hTERT (Meyerson et al 1997, Kilian et al 1997). 1l s’agit d’un enzyme doté
de propriétés transcriptase reverse mais qui se distingue des autres enzymes de la méme
famille de part sa composition: tous les motifs RT specifiques sont localises sur la moitié C
terminale et hTERT comporte une région conservée spécifique, ou motif T, située en N
terminal des motifs transcriptase reverse; d’autre part hTERT est doté d’une large région N
terminale renfermant des domaines conservés fonctionnellement importants impliqués comme
le domaine | dans des interactions avec des protéines accessoires du complexe comme EST3p
chez la levure (Friedman et al 1999). hTERT est constitué de 1132 acides aminés (Harrington
et al 1997) et son poids moléculaire théorique est de 127 kDa (Wick et al 1999).

Le géne hTERT est présent sous la forme d’une simple copie en situation 5p15.33 sur
la partie la plus distale du chromosome 5, mais situé a plus de 2 Mb du télomére. Il contient
16 exons et 15 introns et s’étend sur plus de 40 kb (Cong et al 1999). Le géne hTERT est
différemment épissé et on recense 8 transcrits détectés dans les cellules humaines dont le
transcrit entier (ou « full lenght »), le transcrit alpha, délété de 36 nucléotides en 5° de I’exon

6, le transcrit béta, délété des exons 7 et 8, le transcrit alpha beta, ainsi que des transcrits
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comportant des insertions alternatives telles qu’une insertion de 159 nucléotides au niveau de
I’intron 14, une insertion de 38 nucléotides sur I’intron 4, une insertion partielle sur 1’intron
14 ou encore un remplacement de 1’exon 15 et d’une partie de I’exon 16 par les 600 premiers
nucléotides de I’intron 14. Tous ces variants sont exprimés au cours du développement
humain sur un mode tissu et age gestationnel dépendant, mais seul le transcrit entier est
associe a une activité télomérase (Liu et al 2000). Le promoteur du géne est riche en séquence
GC mais ne comporte pas de boite TATA ou CAAT. Il contient un large ilot CpG susceptible
de méthylation situé au sein d’une région de 330 bp en amont du site de début de la
translation. Le site d’initiation de la transcription se situe entre 60 et 120 bp en amont. Le
promoteur comporte de nombreux sites de fixation pour des facteurs de transcription (cf

régulation de la télomérase).

2. Sous unité ARN hTERC

Nommeée parfois hTR, cette sous unité correspond a la composante ARN du complexe
télomérase servant de patron a ’enzyme en vue de la synthése de séquences télomériques.
HTERC a donc une séquence complémentaire de la séquence d’ADN télomérique et est
transcrit par une ARN polymerase II. Il est modifi¢ en 3’ pour fournir un transcrit de 451
nucléotides (Feng et al 1995). Sa structure primaire est conservée dans un grande variété
d’espéces, et sa structure secondaire comporte quatre éléments fonctionnels dont un domaine
CR2/CR3, un domaine CR4/CR5, un motif ou configuration de type H/ACA (ou hairpin-
Hinge-hairpin-ACA) (CR6/CR8) et un domaine CR7. Son motif H/ACA ressemble a celui
des petits ARN nucléolaires (small nucleolar RNA ou snoRNA) et semble indispensable a son
accumulation, a sa maturation en 3’ et a I’activité télomérase. De plus, les domaines conservés
de hTERC sont des sites de fixations pour un grand nombre de protéines (hGAR, dyskerine,
hNOP10, hStau, L22, hnRNP, La et hTERT) qui interagissent avec hTERC et sont impliquees
dans sa stabilité, son accumulation et ’assemblage du complexe télomérasique (Le et al 2000,
Mitchell et al 1999 ab, Ford et al 2001 ab). La partie qui s‘étend des nucléotides 10 a 159 et
qui appartient au domaine «patron» de I’ARN complémentaire de I’ADN télomérique
représente la séquence minimale pour permettre 1’activité télomérase. Deux fragments inactifs
de hTERC comportant les nucléotides 33 a 147 et 146 a 325 sont impliqués dans sa fixation a
hTERT.

Le géne hTERC est situé en 3q26.3 et des amplifications du bras long du chromosome

3 sont observées dans environ 10% des carcinomes pulmonaires ainsi quun nombre
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augmente de copies du locus de hTERC dans 97% des carcinomes mammaires, de la téte et du
cou et pulmonaires (Soder et al).

3. Autres protéines du complexe

Les sous unités hTERT et hTERC représentent le « cceur » nécessaire et suffisant pour
instaurer une activité télomérase ; néanmoins d’autres protéines sont utiles in vivo pour
permettre le maintien de 1’assemblage du complexe ou sa fixation a I’ADN télomérique.

Ainsi la protéine humaine TEP1 (telomerase associated protein 1) homologue de p80
isolée chez Tetrahymena Thermophila, comporte 2629 acides aminés dont 900 en N terminal
qui interagissent avec hTERC. La région carboxy- terminale comporte 12 motifs répétitifs
WD40 impliqués dans les interactions protéiques. TEP1 est détectée dans de nombreux tissus
indépendamment de 1’activité télomérase et son absence ne modifie pas 1’activité de 1’enzyme
ni la longueur des télomeéres (Liu et al 2000).

Les protéines chaperones p23 et Hsp90 sont utiles pour 1’assemblage du complexe
ribonucléoprotidique et la formation de I’enzyme active. L’inhibition de la fonction de Hsp90
par la geldanamycine ou des interactions entre Hsp90 ou P23 et hTERT bloquent
I’assemblage du complexe télomérase (Holt et al 1999a). Par contre une autre protéine

chaperone Hsp70 ne semble pas s’assembler de fagon stable au complexe.

V. Régulation de la télomérase

L’activité de la télomérase est variable en fonction des cellules et des tissus. Ainsi elle
est augmentée dans les lymphocytes activés (Liu et al 1999) et I’endometre au cours du cycle
menstruel (Kyo et al 1997). Par contre, la maturation terminale et la différenciation cellulaire
s’accompagnent d’une répression de la télomérase (Sharma et al 1995). Enfin un certain
nombre de signaux extra ou intra cellulaires module D’activité télomérase tels que les
irradiations UV, I’interféron alpha, les oestrogénes et les cytokines (Ueda et al 1997, Xu et al
20004, Misiti et al 2000, Yang et al 2001).

La régulation de Dactivité télomérasique est complexe et intervient a différents
niveaux, au cours de la transcription, de I’épissage de ’ARNm, de la maturation et des

modifications de hTREC et de hTERT, du transport et la localisation subcellulaire de chaque
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composant du complexe, de ’assemblage de la protéine active et enfin de sa fonctionnalité et

de son accés aux télomeres.

1. localisation génique et amplification:

L’amplification du gene de hTERT est observée dans 31% des lignes cellulaires tumorales
et dans 30% des tumeurs humaines (Bryce et al 2000, Zhang et al 2000b). Cette amplification
se fait soit par augmentation du nombre de copies du géne (en moyenne 3 a 4 mais pouvant
atteindre 20) soit due & une aneusomie et / ou a des gains en 5p (Zhang et al 2000b).
L’amplification serait plus fréquente dans les cellules tumorales présentant une mutation de
p53 en raison de I’instabilité chromosomique. Par ailleurs, des télomeres courts peuvent
modifier le profil d’expression de genes télomériques et subtélomériques par 1’intermédiaire
de I’effet positionnel; néanmoins, il est peu probable que la situation distale du géne de
hTERT sur le bras court du chromosome 5 (en 5p15.3) influence sa transcription car 2 Mb

séparent le géne de hTERC du télomére, ce qui est considérable (Baur et al 2001).

2. régulation transcriptionnelle :

Le promoteur du géne de hTERT est la cible d’un bon nombre de signaux qui impliquent
plusieurs niveaux de régulation du gene. L’expression de hTERT est réprimée dans les
cellules normales et le nombre de molécules d’ARNm de hTERT par cellule est inférieur a
0.004 tandis que dans les cellules télomérase positives, ce nombre varie de 0.2 a 6. Plusieurs
facteurs de transcription participent a 1’expression ou a la répression du géne de hTERT :

Myc, Sp1, le récepteur aux oestrogenes, p53, E2F1, WT-1, NF kappa B et MZF-2.

Activation de la transcription de hTERT :

C- Myc induit I’expression de hTERT, agissant comme un activateur direct de la
transcription de hTERT dans les cancers prostatiques et cervicaux (Latil et al 2000a, Sagawa
et al 2001) ou son expression est corrélée a celle de hTERT. C-myc active le promoteur de
hTERT (Oh et al 1999b), et sa transfection induit I’accumulation d’ARN messagers de
hTERT dans des cultures primaires de fibroblastes (Greenberg et al 1999). L’activation du
promoteur de hTERT se fait par fixation de c-Myc sur des sites spécifiques de type boite E,

qui sont occupés alternativement par des diméres Myc/Max ou Mad/IMax et sont
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responsables respectivement d’une activation ou d’une répression de la transcription de
hTERT. Ainsi Madl, en formant des diméres avec Max, régule négativement la transcription
de hTERT. Son expression n’est pas détectée dans un grand nombre de tumeurs alors qu’elle

I’est dans les tissus normaux correspondants (Gunes et al 2000).

Par ailleurs Spl coopere avec c-Myc pour activer hTERT comme en témoigne la
correélation entre les expressions de C-Myc et Sp1 et celle de hTERT dans différentes lignées
cellulaires analysées en western blot (Kyo et al 2000). La région 3° du promoteur de hTERT
(nucléotides —242 a —34 en amont de ATG) contient des GC-box sur lesquelles se fixe Spl.
P53 peut induire une répression de hTERT en se complexant avec Spl et en génant sa fixation
au promoteur de hTERT. Ainsi, lorsqu’une P53 sauvage est introduite dans une lignée de
cellules tumorales SiHa, DI’activité de la télomérase et les niveaux d’ARN messagers de
HTERT chutent dés les 36 heures qui suivent la transfection, indépendamment de I’inhibition
de la croissance tumorale ou de 1’induction de I’apoptose par p53. Des mutations affectant les
sites de fixation de SP1 sur le promoteur de hTERT entrainent une diminution de la
répression de la transcription de HTERT (Kanaya et al 2000, Xu et al 2000 b). Le mécanisme
exact de ’interaction de p53 avec Spl n’est pas connu mais P53 sauvage peut soit former des
complexes avec d’autres facteurs de transcription comme p300 génant leur accés au
promoteur de hTERT, soit a I’inverse se complexer a des inhibiteurs de la transcription
comme les histones dé-acétylases.

L’activité télomérase peut étre induite dans des kératinocytes humains par la protéine
E6 du papillomavirus humain HPV 16. Cette activation est mediée par I’augmentation de la

transcription de hTERT indépendamment de p53 ou de c-myc (Veldman et al 2001).

Le promoteur de hTERT comporte également deux sites actifs de réponse aux
oestrogénes qui agissent comme activateurs directs de la transcription de hTERT dans les
tissus hormono- sensibles. Ainsi le traitement de cellules ovariennes par du 17 beta estradiol
induit une expression de I’ARNm et de la protéine hTERT dans les trois heures. L’activation
du promoteur de hTERT s’observe également dans les lignées cellulaires de cancer mammaire
ou I’on note en parall¢le une activation directe de hTERT par les cestrogénes et une activation
indirecte mediée par c-myc (Kyo et al 1999). L’administration de tamoxiféne, drogue non
stéroidienne aux effets anti cestrogénes, dans des lignées de cancers coliques et mammaires
réduit leur activité télomérase (Aldous et al 1999). Le promoteur de hTERT est également une

cible de la progestérone mais ses effets sont biphasiques sur 1’expression de hTERT en
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fonction de la durée d’administration : la progestérone induit une augmentation des ARN
messagers de hTERT dans les 3 premiéres heures mais leur niveau décroit au bout de 12
heures probablement en raison des effets anti cestrogeénes de la progestérone ou via I’induction
de I’expression de p21 qui régule négativement le cycle cellulaire et induit une diminution

d’expression de hTERT (Belair et al 1997).

Répression et régulation négative de la transcription de hTERT :

Les cellules somatiques normales expriment des répresseurs fonctionnels de hTERT
situés sur plusieurs chromosomes en 3p, 4, 6, 7, 9p et 10p. Ces répresseurs de hTERT
correspondent trés vraisemblablement a des genes suppresseurs de tumeur (Shay 1999,
Cuthbert et al 1999, Nishimoto et al 2001). Ainsi deux régions du chromosome 3 (3p21.3 et
3p12-21.1), sites de fréquentes pertes d’alleles ou LOH dans les cancers humains, contiennent
des répresseurs de hTERT (Cuthbert et al 1999). La région 10p15.1 contient également un
répresseur de hnTERT mais aussi de hTERC (Miura et al 2001).

La protéine P53, inactivée dans 50% des cancers humains, inhibe a 1’état sauvage la
transcription de hTERT, et cette répression médiée par une interaction avec Spl intervient
quelques heures apres 1’induction de p53 avant P’arrét du cycle cellulaire et 1’entrée en

apoptose des cellules.

Rb et E2F1 peuvent réprimer le gene hTERT, E2F1 exercant alors des fonctions de
suppresseur de tumeur. On ne sait pas actuellement si Rb et E2F1 agissent indépendamment
ou en coopération dans un complexe represseur Rb-E2F1, ni si RB et E2F1 répriment hTERT
de facon indirecte en induisant 1’arrét du cycle et I’apoptose (Zheng et Lee 2001). Néanmoins
des sites de fixation pour E2F1 ont été mis en évidence en amont du promoteur de hTERT
(Crowe et al 2001a) et I’hyperexpression de E2F1 réprime 1’activité de hTERT dans un essai
luciférase reporter mettant en jeu ces sites de fixation de E2F1. L’hyper expression de E2F1
aboutit a une diminution de I’expression des ARNm de hTERT et de I’activité télomérase
(Crowe et al 2001b). L hyper expression de la cycline D1 et des cdk 2 et 4 restaurent une
activité telomérase diminuée par Rb, vraisemblablement en induisant une forme inactivée de

Rb hyperphosphorylée.

Une autre protéine WT1 (Wilms’ tumor 1) réprime la transcription de hTERT en

agissant sur son promoteur et une mutation du site de fixation de WT1 augmente 1’activité du
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promoteur de hTERT dans la lignée de cellules 293. A I’inverse, une hyper expression de
WTI réduit ’expression des ARNm de hTERT et I’activité télomérase (Oh et al 1999a).
L’expression de WT1 est tissu dépendant (rein, gonades et rate), et son role dans la régulation
de la transcription de hTERT est probablement restreint au contréle de la différenciation et de
la croissance des cellules rénales et gonadiques. L’inactivation de WT1 dans les tumeurs
rénales ou gonadiques pourrait par contre favoriser I’activation de la télomérase

La protéine MZF-2 (myeloid cell-specific zinc finger protein 2) peut se fixer sur de
nombreux sites du promoteur de hTERT, mais cette protéine étant exprimée de facon stable a
la fois dans les cellules normales et dans les cellules tumorales ainsi qu’au cours de la
différenciation, il n’est pas certain que MZF-2 joue un réle majeur dans la répression du géne
hTERT.

L’interféron alpha et le TGFB (Transforming Growth Factor) peuvent inhiber

I’expression de hTERT en agissant directement sur son promoteur.

Modification épigénétiques :

L’inhibition par la trichostatine A des histones de- acétylases (HDAC) recrutées par
les hétérodimeres Myc/Mad dans les cellules télomérase négatives, entraine une activité de la
télomérase et une augmentation des ARNm de hTERT (Cong et Bachetti 2000). Si le
promoteur de hTERT est dépourvu de boites E, d’autres facteurs peuvent recruter les HDAC
et les inactiver comme Sp1, qui agit donc a la fois comme un activateur en coopération avec
myc ou indépendamment, et comme répresseur de hTERT via son interaction avec P53 (Cong
et al 1999). La région ou débute la transcription de hTERT comporte un promoteur riche en
GC localisé dans un ilot CpG. La déméthylation de I’ADN par la 5-azacytidine induit
I’expression de hTERT suggérant un possible role de la méthylation du promoteur de hTERT
dans la répression de la télomérase dans les cellules normales matures. Néanmoins, ces Tlots
CpG ne sont pas méthylés dans certains tissus télomerase négatifs ni dans des cellules en
culture non immortalisées, suggérant que d’autres mécanismes que la méthylation
contrecarrent I’expression de hTERT (Dessain et al 2000). Alternativement, la méthylation de
hTERT dans certaines cellules transformées pourrait étre considérée comme une forme de
résistance transitoire contre la carcinogenese avant le stade d activation de la telomerase.
Epissage alternatif : les cellules et les tissus présentent de considérables différences en terme
d’épissage alternatif, et le role de ces transcrits varie au cours de la régulation de la

télomérase. Les protéines issues de ces différents transcrits n’ont jamais été détectées dans les
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cellules mais il a été démontré que la transcription forcée d'un transcrit alpha, qui code pour
une proteine dépourvue de domaine catalytique, inhibe 1’activité télomérase endogene et
induit I'entrée en senescence de cellules HT 1080 et I'apoptose de fibroblastes jéjunaux en
culture. Ainsi ces transcrits variants exerceraient un control sur la telomerase et permettraient
de réguler son activité notamment au cours du developpement (Colgin et al 2000). Par
exemple, la présence du transcript « full length » de hTERT et de hTERC ainsi qu une activité
télomérase sont détectes au cours de la gestation jusqu'a la 11°™ semaine du développement
dans le tissu cardiaque, pendant toute la gestation dans le foie. Dans le rein, I'activité
telomerase et le transcript « full length » de hTERT ne sont détectés que jusqu™ a la 15°™
semaine, alors que les autres transcripts sont présents tout au long de la gestation. L’épissage
alternatif n’interviendrait donc pas au hasard, répondant probablement de facon physiologique

a certaines fonctions au cours du développement en contrélant positivement ou négativement

et en alternance I"activité telomerase de fagon tissu spéecifique (Ulaner et al 1998).

VI. Régulation de Pactivité protéique de la télomérase

1. Assemblage du complexe télomérase

La télomérase se présente sous la forme d’un complexe de grande taille formant des
dimeéres ou des polymeéres (Beattie et al 2001). Deux protéines hTERT inactives peuvent se
compléter en trans pour former une protéine dotée d’une activité catalytique (Kanaya et al
2000). Ceci requiere 1’intégrité d’une extrémité N terminale d’une protéine et de I’extrémité C
terminale et du domaine reverse transcritpase d’une deuxieme. Les ARN hTERC sont
également interdépendants et fonctionnent en coopération (Wenz et al 2001). Ces données
suggerent que le cceur catalytique de la télomérase (W\TERT + hTERC) fonctionne de fagon
coopérative comme d’autres reverse transcriptases sous la forme de deux diméres pour former
un assemblage de quatre sous unités. L’assemblage de cet enzyme est également régulé par
les protéines chaperones hsp90 et p23 (Akalin et al 2001). Une concentration élevée de ces
protéines favorise la restauration d’une activité télomérase dans des extraits cellulaires
(Akalin et al 2001). hsp90 et p23 en se fixant spécifiguement sur hTERT permettent son
assemblage avec hTERC et restent fixées au complexe. La chronologie d’assemblage du
complexe se fait en trois étapes : accumulation de hTERC, activation catalytique de hTERT et

recrutement du complexe au niveau du télomére. D autres protéines participent a
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I"assemblage et au maintien du complexe telomerase et interférent probablement dans

I"accessibilité de la telomerase aux télomeres (Tableau I11).

Protéines
Associées a hTERT

TEP1

P23/ hsp90

14-3-3
Associées a hTERC
TEP1
hGAR1
Dyskerin/NAP57
hNOP10
hNHP2
Cl/Cc2
La
Al/UP1
hStau

L22

Région d’interaction

Acides aminés 1-350, 601-
927

Acides aminés 1-195

Acides aminés 1004-1132

Nucléotides 1-871
Domaine hTR H/ACA
Domaine hTR H/ACA
Domaine hTR H/ACA
Domaine hTR H/ACA
Nucléotides 33-147
Nucléotides 1-205, 250-451
Nucléotides 1-208
Nucléotides 64-222

Nucléotides 64-222

Fonction

Inconnue

Maintien de I'assemblage et de la

conformation

Localisation nucléaire

Inconnue

Stabilité maturation, localisation
Stabilité, maturation, localisation
Inconnue

Stabilité, maturation, localisation
Stabilité, maturation, localisation
Accessibilité aux télomeres?
Inconnue

Accessibilité aux télomeres?

Maturation de hTR, localisation?

Tableau I11: Protéines associées a hTERT et hnTERC (d apres Cong et al 1999)
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2. Localisation sub cellulaire de hTERT

L’augmentation de D’activit¢ télomérase dans les lymphocytes T s’associe a une
délocalisation de I’enzyme qui du cytoplasme passe dans le noyau sans que I’on note une
augmentation de I’expression de hTERT (Liu et al 2001). La protéine 14-3-3 est une proteine
cible de la transcription P53 dépendante et permet la translocation et le verrouillage dans le
noyau de nombreuses protéines aux fonctions essentielles ; pl14.3.3 régule le passage de
hTERT du cytoplasme dans le noyau en inhibant 1’action de CRM1/exportin qui favorise la
sortic de hTERT du noyau (Seimiya et al 2000). Par ailleurs, le site d’assemblage du
complexe se situe dans le nucléole chez les vertébrés (Etheridge et al 2002), le nucléole étant
également le lieu d’assemblage des ribosomes et d’autres ribonucléoprotéines ainsi que le site
d’accumulation et de maturation de la composante ARN hTERC (Mitchell et al 1999b). Il a
été démontré en immunofluorescence que hTERT était co-localisée dans le nucléole avec des
protéines nucléolaires comme la fibrillarine ou la nucléoline (Etheridge et al 2002, Yang et al
2002), et cette localisation nucléolaire de hTERT ne dépend pas de celle de hTERC, qui
possede par ailleurs la capacité d’entrainer hTERT avec lui dans le nucléole. En effet, \TERT,
posséde lui méme un domaine NoLD (nucleolar localization domain) (Lukowiak et al 2001)
et s’observe dans le nucléole dans des cellules dépourvues de la composante ARN du
complexe télomérase et également en cas de mutation du domaine de fixation de hTERT sur
hTERC. Plusieurs hypotheses peuvent étre émises pour expliquer la raison de cette
localisation nucléolaire : il pourrait s’agir d’une séquestration de hTERT loin de ses cibles
téelomériques (Wong et al 2002), et en cela d’'un mode de régulation de son activité, d’une
forme de protection de hTERT contre une eventuelle dégradation ou encore d’un processus de
maturation de la protéine. D’aprés Wong et al, la localisation de hTERT dépend du cycle
cellulaire (étude a partir de fibroblastes pulmonaires IMR90 présentant au stade G1 une
télomérase nucléolaire et au stade G2-S une télomérase diffuse intranucléaire), de 1’état de
cellules transformées (distribution nucléoplasmique de la télomeérase dans des cellules
tumorales fibrosarcomateuses HT1080 et dans des cellules épithéliales transformées de rein
embryonnaire 293) et de I’existence de dommages de ’ADN (Wong et al 2002). Dans les
cellules non tumorales, le passage de hTERT du nucléole au nucléoplasme se fait au moment
de la réplication des téloméres, et lors de dommages de I’ADN dus a des radiations ionisantes
par exemple la télomérase se relocalise dans le nucléole afin d’éviter 1’élongation de
fragments d’ADN non télomériques. Cette localisation nucléolaire de la télomérase

conviendrait a I'isoler des sites de réplication et de réparation de I’ADN. Dans les cellules
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tumorales, la localisation de hTERT ne dépend plus du cycle cellulaire et hnTERT est présent
massivement dans le nucléoplasme a toutes les phases du cycle. Par contre, comme dans les
cellules non tumorales, la télomérase se relocalise dans le nucléole sous I’effet de radiations
ionisantes (cellules HT1080 irradiées présentant une distribution nucléolaire de la

télomérase).

3. Phosphorylation de hTERT

La sous unit¢ hTERT est une phosphoprotéine dont 1’activité est modulée par un
complexe de protéines kinases suggérant I’existence des connections entre [’activité
télomérase et les voies de signalisation impliquées dans la transduction. La protéine kinase C
(PKC) est une kinase sérine/thréonine appartenant aux voies de signalisation de la
transduction impliquées dans la différenciation, la prolifération et 1’expression génique. PKC
favorise I’activité de la télomérase via la phosphorylation de hTERT (Li et al 1998). A
I’inverse, la protéine phosphatase 2A (PP2A) inhibe I’activité¢ télomérase et PKC et PP2A
sont vraisemblablement impliquées de facon alternative dans le contréle de [Pactivité

télomérase comme dans celui de la tumorogenése (Li et al 1997).

La protéine kinase B (PKB ou Akt) favorise également une augmentation de I’activité
télomérase en permettant la phosphorylation d’un résidu sérine de hTERT (en position 824)
dans les tumeurs, cette phosphorylation étant impliquée dans I’activation de la voie de
signalisation de la kinase P13 (ou Pl 3K). La télomérase semble étre une cible de Akt, qui
exerce par ailleurs des fonctions anti apoptotique et favorise la survie cellulaire et la
prolifération au cours du vieillissement et de la tumorogenese (Kang et al 1999). L activation
de Akt par les PIP3 via la Pi3K est inhibée par PTEN, qui posséde ainsi des fonctions de géne
suppresseur de tumeur en induisant 1'apoptose, via I’inhibition de | activation de Akt, mais
aussi en interdisant la phosphorylation de la télomerase par cette méme protéine. La tyrosine
kinase c-Abl, activée lors de dommages de I’ADN, s’associe a hTERT et la phosphoryle,

entrainant son activation (Kharbanda et al 2000).
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Autres facteurs modulant activité catalytique de hTERT :
La température, la concentration en dNTP, en amorces ou en potassium font varier
I’activité télomérasique in vitro. Ainsi I’activité télomérasique augmente avec la température

(jusqu'a 37 C), la concentration en dGTP, en amorces et en potassium (Sun et al 1999).

4. ROle de hTERC

Une mutation du géne hTERC observée dans la dyskératose congénitale est
responsable de niveaux faibles de hTERC et d’une faible activité télomérase des cellules
dotées de courts téloméres (Mitchell et al 1999a). Par contre, a la différence de hTERT,
I’expression de hTERC est constitutive, et hTERC est considéré comme un géne de ménage
ubiquitaire exprimé a niveaux relativement constants, méme si son expression est plus faible
dans les cellules somatiques que dans les lignées cellulaires tumorales. Le gene hTERC est
présent dans le génome en simple copie sur le chromosome 3qg26. La sous unité ARN est
transcrite par une ARN polymérase Il et la forme mature de hTERC comporte un cap 5’
triméthylguanosine caractéristique des particules snoRNP (small nuclear ribonucleoprotein)
impliquées dans 1’épissage de I’ARN. La demi-vie de hTERC dans les cellules télomérase
négatives est de 5 jours environ et est augmentée 1.6 fois en présence de hTERT.Ainsi méme
si I'on n'observe pas de relation linéaire entre les niveaux d expression de hTERC et I'activité
telomerase, il existe une régulation de I'expression de hTERC. Le taux de transcription de
hTERC est augmenté dans les cellules exprimant de facon endogéne hTERT et une
augmentation stable de ce taux est associée semble-t-il & une augmentation de la demi- vie de
hTERC, celle ci pouvant atteindre jusqu’a 4 semaines dans la lignée cellulaire tumorale
H1299 (Yi et al 1999). Le géne de hTERC contient des Tlots CpG et les éléments responsables
de I’activité du promoteur appartiennent a une région de 231 bp en amont du site de début de
la transcription. Le promoteur de hTERC est methylé dans certains lignées cellulaires dotées
d’un mécanisme de type ALT (Hoare et al 2001), mais néanmoins il n’y a pas d’évidence de
méthylation du promoteur de hTERC dans les cellules somatiques normales. Par ailleurs
hTERC comporte des motifs H/ACA qui ne sont pas indispensables a 1’assemblage du
complexe télomérase mais qui sont nécessaires a I’accumulation de hTERC, a son processing
en 3’ et donc a ’activité télomérase. Quatre protéines de type snoRNA (small nucleolar RNA)
associées aux motifs H/ACA (hGAR1, NAP57/dyskerin, hNOP10 et hNHP2) fixent hTERC
dont la dyskérine, protéine nucléolaire dont la mutation du géne est responsable d’une forme

liée a I’X de la dyskératose congénitale (Mitchell et al 1999b). D’autres protéines de type
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hnRNP (heterogeneous nuclear ribonucleopteins) C1 et C2 sont associées & hTERC et leur
fixation conditionne la capacité de la télomérase a accéder aux téloméres (Ford et al 2000).
Enfin, comme hTERT, hTERC fonctionne sous la forme de dimeres interdépendants agissant
en coopération, permettant ainsi au complexe télomérase de réaliser 1’élongation des deux

extrémités de chromatides a la fois en une seule réplication.

5. Reégulation de la telomérase par les téloméres et les protéines télomériques

Il existe un rétrocontrdle négatif sur la télomérase en fonction de la longueur des
télomeres par I’intermédiaire d’un jeu complexe de protéines au niveau de la queue G et de la
partic duplex de I’ADN télomérique qui agissent en CiS sur l’activité télomérase. Une
télomérase active n'est néanmoins pas capable de réaliser 1’¢longation des téloméres lorsque
la queue G forme des structures quadruplex, et procéde uniquement a I’élongation sélective
des téloméres disponibles (Ford et al 2001b).

De plus les protéines télomériques TRF1 et TRF2 fixées a I’ADN double brin
télomérique modulent ’activité de la télomérase (Bilaud et al 1997, Brocoli et al 1997a). Leur
role consiste a maintenir la structure de la chromatine télomérique et a réguler la taille des
téloméres en modulant I’accés de la télomérase au niveau des extrémités des chromosomes.
D’autres protéines qui interviennent dans la réparation de I’ADN (complexes Ku et
Rad50/Mrel11/NBS) semblent jouer également un rdle dans le maintien de la taille des
télomeéres et interagiraient avec TRF1 et TRF2. TRF1 et TRF2 possédent un domaine qui
contient un motif hélice- tour- hélice apparenté aux domaines de type Myb (Bilaud et al 1997,
Broccoli et al 1997a). Néanmoins la fixation a I’ADN nécessite deux domaines Myb, d’ou la
nécessité pour TRF1 et TRF2 de former des homodimeres (Broccoli et al 1997a, Bianchi et al
1997).

La protéine TRF1 est codée par un gene en 8913 chez I’homme et son ARNm est
exprimé de facon ubiquitaire dans les tissus somatiques humains sous la forme d’un transcrit
de 1.8 kb (Chong et al 1995). Cette protéine de 60 kb est composée de 439 acides aminés et
comporte en plus de son domaine Myb carboxy-terminal, un signal de localisation nucléaire
NLS et une région amino terminale acide permettant son homodimérisation et sa fixation a
I’ADN télomérique. Le niveau d’expression de TRF1 ne varie pas en fonction du cycle
cellulaire (Chong et al 1995, van Steensel et de Lange 1997, Broccoli et al 1997b). La

proteine Pin2 est codee par le méme gene que TRF1 mais est délétée de 20 acides aminés
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(Shen et al 1997). Elle joue un rdle au point de contréle G2/M en faisant le lien entre la
machinerie de régulation de la taille des téloméres et le contrdle de I’entrée en mitose, via une
interaction avec une NIMA Kkinase codée par le géne nimA (never in mitosis A) et qui
phosphorylée permet la transition en G2-M (Shen et al 1997). L’hyperexpression de Pin2
induit 1’apoptose des cellules a courts téloméres (Kishi et al 2001). TRF1 n’affecte pas par
lui-méme ['activité intrinséque de la télomérase mais limite 1’accessibilit¢ du télomére a
I’action de la télomérase (Van Steensel et de Lange, 1997). Il induit également un repli des
téloméres sous la forme d’une structure en boucle T au sein de laquelle 1’extrémité simple
brin 3’ est enfouie (Smogorzewka et al 2000) et régule négativement la taille des téloméres en
cis. La surexpression de TRF1 dans une lignée de fibroblastes télomérase- positifs provoque
une diminution de la taille des téloméres (Van Steensel et de Lange 1997), tandis qu’a

I’inverse, I’expression d’un dominant négatif de TRF1 provoque 1’élongation de ceux ci.

L’expression de la protéine TRF1 ou de son ARN messager est diminuée dans les
Iésions inflammatoires gastro intestinales et disparait dans les tumeurs gastro intestinales et
mammaires (Yamada et al 2002, Kishi et al 2001). De méme, les cellules de méningiomes et
d’astrocytomes les plus différenciées et Ki67 négatives expriment TRF1 a DI’inverse des
astrocytomes prolifératifs et anaplasiques tous TRF1 négatifs (Aragona et al 2001). En
revanche, une expression de I’ARNm de TRF1 a été rapportée dans 36% des hyperplasies
alvéolaires atypiques (AAH) de bas grade, dans 65% des AAH de haut grade et dans 88% des
carcinomes bronchioloalvéolaires parallelement a une augmentation des niveaux des ARN
messagers de hTERT. A noter que ces lésions prétumorales et tumorales ont de faibles
capacités prolifératives par rapport aux adénocarcinomes classiques, leur comportement étant
comparable a ceux des méningiomes ou des astrocytomes de bas grade (Nakanishi et al 2003).
Dans les cellules tumorales télomérase positives a haute cadence de prolifération, les
protéines Pin2/TRF1 fixées aux téloméres agiraient comme un signal indiquant que les
téloméres sont suffisamment longs pour permettre aux cellules de continuer a se diviser. A
I’inverse dans les cellules dépourvues de télomeérase, une concentration élevée de ces
protéines libres indiquerait que les téloméres sont trop courts pour autoriser de nouvelles

divisions cellulaires (Steinert et al 2000).

Le géne de TRF2 est situé en 16¢22.1 et génére un transcrit majoritaire de 3kb et un

transcrit alternatif de 1,8kb, codant pour un doublet de protéines de 65 et 69 kDa. La protéine
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TRF2 comporte 460 AA et son architecture est similaire a celle de TRF1, excepté la présence

d’une extrémité amino terminale basique, qui empéche la formation de dimeres TRF1/TRF2,

Régulation positive

Régulation négative

Facteurs de transcription :

C-Myc
SP1
ER
NF-kappa B
USF
HPV16 E6
LANA
SV40
Ras
Kinases et phosphatases
Protéine kinase C
Akt

Autres modulateurs :
HIF1
Bcl-2
Protéines télomériques :
Tankyrase
hnRNP Al

MAD1
MZF2
Rétinoides
WT1
MENIN
SP1, SP3
p53
E2F-1
3pl4.2-p21.3

Protéine phosphatase 2A
c-ABL
Src

PTEN

TRF1
TIN2
PINX1
POT1

Tableau IV : Facteurs modulateurs de I’activité télomérase

mais n’interfére pas dans la compétition entre TRF1 et TRF2 pour la fixation a ’ADN
télomérique (Broccoli et al 1997a, Bianchi et al 1997, Bilaud et al 1997). TRF2 est impliquee

dans le maintien de la structure simple brin de I’extrémité des téloméres en jouant un rdle
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majeur dans la formation des boucles T. Elle coiffe 1’extrémité des chromosomes, y compris
ceux dont les téloméres sont trés courts, les protégeant des fusions interchromosomiques et de
I’induction d’un arrét du cycle cellulaire. A 1’inverse I’inhibition de TRF2 induit une
activation de la voie pS3/ATM de réponse aux dommages de I'ADN et induit donc 1’apoptose
des cellules. Comme TRF1, TRF2 est un régulateur négatif de la taille des téloméres, mais
agit semble t il indépendamment de la telomérase. Dans les cancers gastriques, I’expression
de TRF2 est selon les auteurs soit diminuée (Yamada et al 2002) soit augmentée notamment
lorsque les tumeurs présentent de courts téloméres (Matsutani et al 2001). Les ARN
messagers de TRF2 sont détectés dans 82% des hyperplasies alvéolaires atypiques et dans
88% des carcinomes bronchioloalvéolaires (Nakanishi et al 2003).

VII. Télomérase et cancers des voies aériennes supérieures et inférieures

Environ 60% a 90% des carcinomes pulmonaires non a petites cellules expriment la
télomérase, 1’appréciation de cette activité se faisant soit par TRAP soit par étude des niveaux
d’expression des ARN messagers de hTERT. Selon les séries, les adénocarcinomes et
notamment les carcinomes bronchioloalvéolaires ont une place a part, exprimant moins
fréquemment et a un plus faible niveau la télomérase que les carcinomes malpighiens ou les
carcinomes a grandes cellules (Hiyama K et al 1995, Arendht et al 1997, Marchetti et al 1996,
Kumaki et al 2001).

Tableau V: Revue de la littérature concernant les niveaux d’activité télomérase évaluée
par technique TRAP dans les différents types histologiques de carcinomes non a petites

cellules pulmonaires (a I’exclusion des tumeurs NE) :

Carcinomes Carcinomes a
malphighiens Adénocarcinomes grandes cellules
Nb de cas positifs/nb Nb de cas positifs/nb étudiés Nb de cas positifs/nb
étudiés (%) (%) étudiés (%)
Albanell et al 1997 30/36 (83.3%) 48/56 (85,7%) 6/7 (85.7%)
Fujiwara et al 2000 22125 (92%)
Hiyama K et al 1995 46/52 (88.5%) 45/65(69%)
Kumaki et al 2001 41/45 (91.1%) 50/54 (92.6%) 12/12 (100%)
Marchetti et al 1996 34/57 (60%) 24/34 (71%) 4/6 (67%)

BAC : 4/ 10(40%)
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L’expression de la télomérase dans les carcinomes a petites cellules serait retrouvée
dans 90 a 100% des tumeurs, les niveaux d’expression étant soit comparables soit supérieurs a
ceux observés dans les cancers non a petites cellules (Hiyama K et al 1995). Neanmoins, si
I’on admet que le niveau d’activité de la télomérase refléte le rapport nombre de cellules
mortelles /nombre de cellules immortelles, les carcinomes a petites cellules dont les cellules
se situent en phase post M2 et surexpriment hTERT pour la plupart, présenteraient un
avantage certain en terme d’immortalisation. A 1’inverse, les carcinomes non a petites
cellules, principalement composés de cellules mortelles « pré—M2 » dotées de téloméres dont
la taille n’est pas suffisamment critique pour entrainer une activation de la télomérase,
contiennent un petit nombre de cellules qui pourront échapper a la crise M2 et acquérir
I’immortalité (Figure 15). Les carcinomes a petites cellules présentent de nombreuses pertes
alléliques en 3p, 13914, 5921, 17p13 et sur le chromosome 4 entre autres (Wistuba et al
2000b) traduisant une pression de sélection clonale s‘exercant de fagon répétitive sur des
cellules qui ont déja par ailleurs subi de nombreuses divisions cellulaires a 1’aide de la
téelomérase. A l’inverse la majorité des cellules des carcinomes non a petites cellules au

moment du diagnostic n’ont pas subi autant de divisions cellulaires ni approché la crise.

Normal Primary Metastasis
Early Advanced
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Figure 15: Chronologie d’expression de la télomérase dans les carcinomes a
petites cellules et les carcinomes non a petites cellules
(d'aprés Hiyama K et al 1995)
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Dans la série de Gomez-Roman et al (2000) portant sur 1’activité télomérase dans les
tumeurs neuroendocrines pulmonaires, les carcinoides typiques expriment tous la télomérase
(4/4 cas) mais a un niveau d’activit¢ enzymatique faible a la différence des carcinoides
atypiques (3 cas étudiés), des carcinomes a grandes cellules (4 cas étudiés) et des carcinomes
a petites cellules (2 cas) (p<0.01). Les auteurs en deduisent que ceci reflete probablement
I’incapacité des cellules tumorales des carcinoides typiques a surmonter la crise M2, ce qui
régule leur croissance, ces cellules étant pour la majorité hors du cycle, en quiescence
réversible ou en phase terminale de différenciation. A I’inverse les autres tumeurs NE
d’agressivité intermédiaire (carcinoides atypiques) ou ¢€levée (carcinomes neuroendocrines a
grandes cellules et carcinomes a petites cellules) peuvent surmonter la crise M2 et proliférer
indéfiniment a 1’aide de la télomérase. Plus récemment une étude portant sur une série plus
conséquente de tumeurs neuroendocrines pulmonaires met en évidence un signal TRAP dans
93% des carcinomes a petites cellules, 97% des carcinomes neuroendocrines a grandes
cellules et dans seulement 7% des carcinoides typiques, sans mention du statut des
carcinoides atypiques (Zaffaroni et al 2003). L’absence d’expression de la télomérase dans les
carcinoides typiques est corrélée a I’absence d ‘expression en immunohistochimie de Bcl2,
p53 et c-kit tandis qu’a I’inverse, une hyperexpression de Bcl2, une accumulation de p53 ou
une perte de Rb s’observent dans les tumeurs neuroendocrines de haut grade, exprimant

fortement la telomerase dans leur grande majorité.

Enfin selon Hiyama K et al, il n’existerait pas de corrélation entre les niveaux
d‘activité¢ de la t€élomérase et la longueur des fragments de restriction terminaux (appelés
parfois TRF) dans les cancers pulmonaires. Une fois la télomérase activée, les télomeéres
peuvent se stabiliser a n’importe quelle longueur, les TRF étant souvent plus courts dans les
cancers pulmonaires que dans le poumon normal. A l'inverse, les cancers pulmonaires
dépourvus d’activité télomérase présentent des fragments de restriction de taille équivalent a
celle observée dans les cellules normales adjacentes. La proportion des cellules tumorales

télomérase négatives a courts TRF serait alors vouée a la sénescence.

Enfin I’activité télomérase serait plus fréquente ou plus élevée dans les carcinomes
pulmonaires non a petites cellules ayant une P53 mutée (Wu et al 1999, Maniwa et al 2001,
Ohmura et al 2000).
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1. Implication pronostique de I’expression de la télomérase dans les carcinomes non a

petites cellules

Plusieurs auteurs notent une influence de | activité de la télomérase sur la survie dans
les carcinomes non a petites cellules par étude TRAP (Albanell et al 1997, Taga et al 1999,
Fujita et al 2003) avec pour certains une corrélation avec le degré de dédifférenciation et le
stade (Hara et al 2001). A I’inverse selon Hirashima et al (2001) si I’activité t€lomérase varie
selon I’histologie et est plus élevée dans les carcinomes a petites cellules que dans les non a

petites cellules, elle n"est pas corrélée au stade.

Dans les cancers non a petites cellules pulmonaires de stade I, une corrélation inverse
a été retrouvée entre les niveaux d’expression télomérasique (évaluée par technique TRAP ou
par mesure des niveaux d’expression des ARN messagers de hTERT par RT-PCR
quantitative) et le grade histologique, la survie ou le taux de récurrence de la maladie
tumorale (Marchetti et al 1999, 2002). D’autres études montrent une association entre activité
télomérase et diffusion métastatique aux ganglions médiastinaux (Hiyama K et al 1995, Hara
et al 2001). L’expression de la protéine hTERT analysée par immunohistochimie serait

également corrélée a la survenue de métastases (Toomey et al 2001).

A T’opposé, d’autres séries ne montrent pas de corrélation entre les données cliniques
et I’expression des ARN messagers de hTERT (Arinaga et al 2000, Komya et al 2000) ni
d’influence sur la survie (Toomey et al 2001, Lu et al 2004). Xinarianos et al (1999)
observent une relation entre les niveaux élevés d’activité télomérase et la consommation

tabagique.

Enfin Sozzi et al ont évalué la quantité d”ADN circulant chez des patients porteurs de
cancer pulmonaire non a petites cellules en comparaison avec une population témoin de
patients appariés par age, sexe et consommation tabagique, par technique damplification
PCR en temps réel du géne hTERT. Les niveaux d ADN libre circulant détectés chez les
patients porteurs de cancer sont supérieurs a ceux observes chez les patients fumeurs sans
cancer des le stade I, permettant de proposer ce test pour la détection précoce du cancer (Sozzi
et al 2003).
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2. Télomérase dans les lésions prénéoplasiques pulmonaires

D’apreés Shibya et al (2001), une ¢élévation des ARN messagers de hTERT et la
présence d’une activité télomérase s’observent dans 33% des métaplasies malpighiennes
(5/15), 35% des dysplasies (8/23) sans précision concernant le degré de sévérité de ces
Iésions, et dans 100% des carcinomes malpighiens étudiés soit 17 cas. D’autres auteurs
mentionnent une absence de détection d’activité télomérase évaluée par technique TRAP ou
par TRAP in situ dans des cellules dysplasiques bronchiques obtenues par brossage
bronchique (Kakihana et al 2002). Soria et al (2001) ont étudié la présence par hybridation in
situ de I’ARN messager de hTERT dans 266 biopsies bronchiques réalisées chez 57 patients
fumeurs et renouvelées apres traitement par rétinoide N-(4-Hydroxyphenyl) rétinamide (4-
HPR) ou placebo. L’ARNm de hTERT a ¢été détecté dans 60% des cas toutes histologies
confondues (170/266), dans 60% (93/154 ) des biopsies réalisées en muqueuse normale, 68%
(73/107) des métaplasies malpighiennes et dans 4/5 dysplasies. Apreés traitement par 4-HPR,
les niveaux d’expression de ’ARNm de hTERT étaient significativement diminués (p=0.01)
quelque soit le type de lésion histologique considéré, plaidant en faveur d’une possible
efficacité d’un traitement chimiopréventif chez les patients a haut risque de cancer
bronchique. D’autre part, I’étude de I’expression de la sous unité hTERC analysée par
hybridation in situ (Yashima et al 1997) révéle de faibles niveaux de hTREC dans
I’épithélium bronchique prédominant dans les cellules basales, des niveaux modérés
d’expression dans les métaplasies, les dysplasies et les carcinomes in situ, et une
augmentation abrupte et considérable de I'expression de hTERC au voisinage des zones
d’invasion, témoignant d’un recrutement précoce de la sous unit¢é ARN de la télomérase au
cours du processus de carcinogenése. Ces mémes auteurs ne détectent pas de sous unité
hTERC dans les hyperplasies alvéolaires atypiques en hybridation in situ a I'aide d une sonde
radioactive alors que Nakanishi et al (2003) mettent en évidence les ARNm de hTERT et
hTERC par technique d hybridation in situ non radioactive dans 27% des AAH de bas grade,

77% des AAH de haut grade et 97% des carcinomes bronchioloalvéolaires.

VIII. Télomérase dans les autres cancers

Le niveau d’expression de la télomérase, que ce soit par mesure de 1’activité par essai

TRAP ou par quantification des ARNm de la sous unité hTERT ou encore par étude
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immunohistochimique de la protéine, semble corrélé a 1’évolution de la maladie cancéreuse
dans bon nombre de tumeurs humaines, mammaires (Hiyama E et al 1996), gastriques
(Tahara et al 1995, Hiyama E et al 1995b), colo- rectales (Tahara et al 1995 et 1999), rénales
(Paradis et al 2001), les leucémies (Counter et al 1995) ou encore les neuroblastomes (Hiyama
E et al 1995a, Poremba et al 2000). En ce qui concerne les tumeurs des tissus mous,
I’évaluation de D’activité télomérase ne permet néanmoins pas de distinguer une lésion
bénigne réactive d’une tumeur de bas grade toutes deux télomérase négatives quand
seulement 55% des sarcomes de haut grade expriment la télomérase (Yan et al 1999a). Par
contre, 98% des mésothéliomes expriment hTERT, quel que soit leur type histologique et se
différencient ainsi des Iésions pleurales bénignes (Kumaki et al 2002). Pour certains auteurs,
I’étude du niveau d’activité télomérase dans les tumeurs humaines serait un outil a la fois
diagnostique précoce (Hiyama K et al 1995) et pronostique (Tahara et al 1995, Hoos et al
1998), permettant également de suivre 1’efficacité d’un traitement chimio ou radiothérapique
(Hoos et al 1998).

Le dosage de I’activité télomérase & des fins diagnostiques précoces ou pronostiques
est également realisable & partir de nombreux prélévements cytologiques, cervicaux
(Takakura et al 1998), vésicaux (Lee DH et al 1998), coliques, buccaux ou bilio-
pancréatiques, provenant de lavages, de ponctions de collections liquidiennes ou de sécrétions
naturelles. La présence de cellules tumorales circulantes de cancer mammaire (Soria et al
1999) vésical (Soria et al 2002) ou colique (Gauthier et al 2001) a été détectée grace a la
mesure d’une activité télomérase par TRAP ELISA réalisée a partir d’extraits de cellules
isolées par billes magnétiques couplées a I’anticorps BerEP4. D’autres équipes ont démontré
la faisabilité de la détection des ARN hTERC et de hTERT par RT PCR quantitative dans le

sérum de patients atteints de cancer (Chen et al 2000, Dasi et al 2001).

La plupart des études portant sur la carcinogenese du col utérin ont mis en évidence
une activité télomérase dans 23 a 56% des dysplasies de bas grade, dans 26 a 90% des
dysplasies de haut grade et dans moins de 10% de 1’épithélium cervical normal (Jarboe et al
2002). Selon Snijders et al, I’activité télomérase, détectée dans seulement 40% des 1ésions
prénéoplasiques cervicales de haut grade et dans les carcinomes du col utérin, est correlée
avec des niveaux ¢élevés d’ARN messagers de la sous unité hTERT et d’ADN des sous types

oncogeéniques du papillomavirus (Snijders et al 1998).
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Les lésions dysplasiques de haut grade de la cavité orale expriment également de hauts
niveaux d’ARN messagers de hTERT observés dans 75% des dysplasies modérées et 100%
des dysplasies seveéres (Kim et al 2001). Au cours de la carcinogenese colorectale, la
télomérase est exprimée dans 100% des adénomes dysplasiques de haut grade et des cancers,
et seulement dans 20% des adénomes dysplasiques de bas grades, survenant plus tardivement
que la mutation de ras mais plus précocement que celle de p53 (Yan et al 1999b). Enfin 70% a
75% des carcinomes in situ mammaires présentent une activité télomérase déterminée par
technique TRAP parfois a partir de prélevements microdisséqués (Tsao et al 1997, Umbricht
et al 1999).

IX. Thérapeutiques anti-télomérase

Les inhibiteurs de la télomérase se divisent en fait en trois grandes catégories : les
agents agissant au niveau génique de I’ADN et de I’ARN messager de hTERT ainsi qu’au
niveau des protéines chaperones et des kinases qui participent a I’assemblage du complexe,
les agents dont la cible est directement le coeur du complexe c’est a dire hTERT et hTERC,
enfin les agents qui se fixent a ’ADN télomérique et qui génent donc 1’accessibilité de

I’enzyme aux séquences télomériques.

1 Inhibiteurs de la télomérase anti hnTERT ou hTERC (Figure 16)

Leur principe est d’empécher ’action de la télomérase dans les cellules tumorales
uniquement et de générer le minimum d’effet cytotoxique dans les cellules normales d’autant
que ’administration de ces drogues anti hTERT ou anti hTERC doit se faire a long terme. En
effet, les teloméres ayant une longueur moyenne de 5kb, 50 cycles de réplication environ sont
nécessaires pour engendrer la sénescence ou I’apoptose ce qui, pour une tumeur ayant un
temps de doublement de 24 heures, ne s’observera qu'au bout de 100 a 120 jours.
L’utilisation de petites molécules d’ADN ou d’ARN présentant des modifications
phosphodiester altére la pénétration intranucléaire de hTERC, son affinité et sa spécificité de
fixation. L’inhibition de la télomérase est rendue possible grace a I’utilisation de PNA
(peptide nucleic acid) formant des liaisons N(2-aminoethyl) glycine entre les bases, ou
d’oligomeres DNA formant des liaisons phosphorothioate (PS), d’oligomeres ADN formant

des liaisons phosphormidite (PN), d’oligoméres ARN dont les anneaux ribose sont méthyl
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substitués ou méthoxyethyl substitués (2-OMe RNA et 2-MOE RNA respectivement) ou de
molécules hybrides ARN-ADN. Les PNA s’hybrident avec des régions spécifiques de hTERC
qui présentent une activité inhibitrice de la télomérase a des concentrations nano et pico
moléculaires. Cependant ils présentent des propriétés pharmacologiques peu satisfaisantes et
une forte toxicité. Les oligoméres ADN comportent des séquences complémentaires de sites
specifiques de hTERC, mais se fixent également de fagon non spécifique a des protéines, si
bien que I’inhibition de la télomérase par ces molécules résulte probablement plus d’une
interaction avec hTERT qu’avec hTERC.

Les oligoméres ARN 2-OMe et 2-MOE et leur hybrides ADN ont une forte affinité
pour hTERC et inhibent 1’activité télomérase au niveau nano moléculaire. Une nouvelle
molécule chimérique constituée d’un oligomere antisens ADN sur lequel est fixé un résidu
2’,5’-oligoadenylate (2-5A) permet d’obtenir I’apoptose massive de cellules cancéreuses
ovariennes sans affecter les cellules ovariennes normales. La partie ADN oligomeére se fixe a
hTERC tandis que la partie 2°,5’-oligoadenylate (2-5A) recrute et active une

endoribonucléase (RNaseL) qui clive la région proximale de hTERC.

L’activité télomérase est €galement inhibée par la fixation a hTERT de composés non
nucléosidiques synthétiques comme le (2-((E)-3-naphtalen-2-yl-but-2-enoylamino)-benzoic
acid) ou BIBR1532 développé par Boerhinger qui provoque un raccourcissement des
téloméres de 4 a 1.5Kb sur une période de 140 doublements cellulaires et entraine les cellules
en sénescence. En fait les inhibiteurs de hTERT n’affectent pas 1’activité télomérase en se
fixant a hTERT mais plutdt en agissant comme compétiteurs avec les substrats
déoxyribonucléotides utilisés par cette reverse transcriptase. Des analogues des nucléosides
peuvent également étre utilisés comme inhibiteurs de l’activité reverse transcritpase de

hTERT comme le 6-thio-2’-deoxyguanosine 5’-triphosphate (TDG-TP).
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2. Inhibition directe du maintien des télomeres (Figure 17)

L’induction du « repli » des téloméres en structures quadruplex permet d’empécher
I’action télomérase. Ces structures peuvent étre stabilisées par un niveau approprié de
potassium ou par leur fixation a un certain nombre de ligands, induisant une inhibition de la
croissance cellulaire et I'entrée en sénescence ou en apoptose sans requérir une attrition
télomérique. Les ligands partagent tous la propriété de comporter un chromophore aromatique
qui ressemble aux intercalants de I’ADN, et qui peut s’intercaler entre les quatuors G des
structures quadruplex télomériques. La 9-nilino proflavine interagit avec les structures
quadruplex intra moléculaires et minimise la formation de structures ADN duplex. Les
triazines entralnent un raccourcissement des télomeres suivi d’un arrét du cycle cellulaire et la
sénescence cellulaire (Riou et al 2002). Les fluoroquinophenoxazines sont des poisons de la
topoisomérase Il qui interagissent avec les structures G quadruplex en produisant des ponts au
cours de I’anaphase (Duan et al 2001). La télomestatine, qui est un produit naturel, présente
une forte affinit¢ pour les structures G quadruplex intramoléculaires, et [’acridine
pentacycliqgue RHPS4 via ses interactions avec les structures quadruplex G permet 1’entrée en
sénescence des cellules tumorales au terme de 2 & 3 semaines de traitement & des doses non

toxiques.

HaN
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O

9-anilino proflavine triazine (115405)

fluoroquinophenoxazine telomestatin pentacacllc acridine
(QQ58) {RHPS4)

Figure 17: Molécules inhibant le maintien des télomeéres
(D’aprés Rezler et al 2003).
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OBJECTIFS DE CETTE THESE

En dépit d’efforts constants dans le domaine du diagnostic et de la thérapeutique des
cancers pulmonaires, la survie globale des patients reste faible, faisant du diagnostic précoce
des cancers pulmonaires et de I’identification des patients a risque une priorité. Les
nombreuses anomalies génétiques et moléculaires survenant au cours de la carcinogenese
bronchique, pourraient servir de biomarqueurs afin de permettre la détection précoce des
cancers, d’évaluer le potentiel évolutif de 1ésions prénéoplasiques, et de définir de nouvelles

stratégies thérapeutiques.

Les schémas des séquences d'apparition des anomalies moléculaires et génétiques au
cours de la carcinogenése pulmonaire actuellement proposés sont les suivants (figures 10 et
11):

Epithélium  Hyperplasie = Métaplasie  Dysplasie =~ Carcinome  Carcinome
normal malpighienne in situ invasif

LOH en 3p21-
9p21

->
 —

Dérégulation de

la télomérase

Meéthylation de p16™<

LOH en 8p22-24
Inactivation de p53 et de
FHIT

Mutation de K-ras
LOH en 5qg22

Figure 18: chronologie d'apparition des différentes anomalies génétiques et moléculaires
au cours de la carcinogenése bronchique (d'aprés Travis et al 2004)
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Cellules de I’épithélium alvéolaire/

Cellules de I’épithélium bronchique

Cellules épithéliales avec des

bronchoalvéolaire caractéristiques neuro-endocrines
: Inactivation de _ Inactivation de
Miitibarilchaas FHIT/RASSFI/SEMA3B (3p) Activation de TP63 FHIT/RASSF1/SEMA3B (3p)
Mutation de TP53

Inactivation de

INK4

Hyperplasie métaplasie/ dysplasie
Atypique adénomateuse squameuse
Mutiticnsceilxad Activation de CCDN1
Adénocarcinome Carcinome épidermoide
primaire primaire
LOH multiples
(29, 99, 18q, 22q)

Adénocarcinome Carcinome épidermoide

métatastique métastatique

Inactivation de RB

\ 4

?

Mutations de TP53
LOH 5q, 22q

Carcinome a petites cellules
primaire

I Amplification de MYCI

Carcinome 2 petites cellules
métastatique

Figure 19: Séquence d'apparition des anomalies génétiques et moléculaires au cours du
développement des differents carcinomes pulmonaires, a petites cellules (SCLC) et non a
petites cellules (NSCLC) (D'apres Yokota et Kohno 2004)

Les objectifs de ce travail ont été d’étudier 1I’expression de biomarqueurs pronostiques

potentiels de la progression tumorale dans les lésions dysplasiques bronchiques et les

carcinomes pulmonaires. Pour cela, nous nous sommes intéressés a 1’inactivation de genes

suppresseurs de tumeurs tels que p53, en évaluant I’accumulation de la protéine en

immunohistochimie, qui est un reflet relativement fidele de la survenue de mutations du gene,

et a Dinactivation des voies de signalisation du gene Rb révélée notamment par

I’hyperexpression de la Cycline D1 et la perte d’expression de P16™"“. Nous nous sommes

¢galement intéressés a la perte de sensibilit¢é a 1’apoptose des cellules dysplasiques se

traduisant par une inversion du rapport Bcl2 :Bax. Nous avons analysé la valeur pronostique

de ’accumulation de ces anomalies moléculaires dans la prédiction de la progression de ces

Iésions vers des dysplasies de haut grade ou des cancers invasifs.
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Nous nous sommes également intéressés a 1’expression de la SEMA3F, dont le géne
localisé en 3p21.3, site chromosomique & haute fréquence de délétion, est un candidat
suppresseur de tumeur, et a ses récepteurs les neuropilines 1 et 2 (NP1 et NP2) qu’elle partage
avec VEGF, ce dernier favorisant la survie et de migration des cellules tumorales via une
boucle autocrine. Nous avons analysé la possible compeétition entre VEGF et la SEMA3F sur
les sites de fixations de leur récepteurs communs NP1 et 2 dans les Iésions prénéoplasiques et
les cancers pulmonaires, en supposant que cette compétition se ferait au profit du ligand le

plus exprimé, VEGF, au cours des différents états de pre invasion.

Nous avons enfin étudi¢ 1’expression de la sous unité catalytique hTERT de la
télomérase dans les lésions préinvasives et invasives bronchiques comme biomarqueur
potentiel de la progression tumorale. Nous avons au préalable validé 1’emploi d’un nouvel
anticorps monoclonal commercialis¢ anti hTERT afin d’évaluer son expression en
immunohistochimie sur coupes tissulaires fixées dans les carcinomes pulmonaires. Les
résultats de cette technique ont été comparés a ceux fournis par les techniques de référence
d’évaluation de I’activité télomérase que sont la mesure de son activité par essai TRAP et la
détection de I’ARN messager de hTERT par hybridation in situ. Nous avons analysé la
localisation sub cellulaire de la sous unité catalytique hTERT et la valeur pronostique de son

expression dans les tumeurs de stade I.

Nous avons analysé la chronologie de la réactivation de la télomérase au cours de la
carcinogenése bronchique, par rapport a I’inactivation des voies de signalisation des genes
p53 et Rb/pl6, et par rapport a la séquence de raccourcissement des téloméres dans les Iésions
prénéoplasiques bronchiques dés le stade de métaplasie malpighienne par technique TEL-
FISH.
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MATERIEL et METHODES

I.  MATERIEL: LESIONS PRENEOPLASIQUES BRONCHIQUES ET
CARCINOMES PULMONAIRES

Les lésions prénéoplasiques bronchiques que nous avons classées
histologiquement selon les critéres définis par la classification de I’OMS, proviennent soit de
piéces opératoires de patients opérés pour cancer pulmonaire soit de biopsies bronchiques
effectuées dans un but diagnostique, par endoscopie bronchique traditionnelle ou par
fibroscope fluorescent LIFE. Cette derniere technique est plus particulerement utilisée dans le
cadre de la surveillance d’un patient a risque, fumeur, ayant déja eu un cancer, ou présentant
des lésions prénéoplasiques bronchiques multiples. Parall¢lement a 1’étude de différents
marqueurs pronostiques dans les Iésions prénéoplasiques bronchiques et leur carcinome
correspondant, nous avons également procédé a leur étude dans les différentes classes
histologiques de carcinomes pulmonaires non a petites cellules, comportant des
adénocarcinomes, des carcinomes malpighiens, des carcinomes basaloides classés
histologiquement selon la nouvelle classification de ’OMS (2004) et des carcinomes a petites

cellules.

Nous disposions de prélevements bronchiques congelés prélevés a 1’état frais sur
pieces opératoires. Les congélations sont réalisées dés acheminement de la piéce
opératoire,soit dans les 15 min apres 1’exérese chirurgicale. Les congélations sont effectuées
en conditions stériles RNAse free, les tissus étant soit congelés sur Tissue Tek OCTM
compound (Sakura, Zoeterwoude, Netherlands) dans de I’isopentane immergé dans de 1’azote
liquide soit sur tube sec plongé immédiatement dans 1’azote. Dans tous les cas, quelle que soit
la technique de biologie moléculaire utilisée en aval, une coupe de 3 est réalisée sur cryostat
et colorée au Giemsa afin de quantifier histologiqguement le contingent tumoral et de statuer
sur sa bonne conservation. En paralléle, nous disposons toujours de prélevements fixés,
biopsiques ou provenant des pieces opératoires, fixés en formol neutre 4% et inclus en

paraffine.
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Il. METHODES

I Immunohistochimie

a. Immunohistochimie en technique manuelle sur coupes congelées:

Des coupes de 6 u de prélevements tissulaires, congelés au préalable enrobés dans du
gel Tissue Tek OCTM compound (Sakura, Zoeterwoude, Netherlands) et conservés a - 80°C,
sont réalisées au cryostat et recueillies sur lames de verre traitées par du 3 amino- propyltri
ethoxy silane (APES). Ces coupes sont soit fixées en paraformaldéhyde (PAF) 4% pendant 10
min a température ambiante sous hotte (fixation des protéines nucléaires), soit séchées a 1’air
libre pendant 3 heures puis fixées dans de 1’acétone a - 20°C pendant 10 minutes (fixation des

protéines cytoplasmiques et membranaires).

PAF -solution mere 20%:

paraformaldéhyde: 8g
H20 distillée: 40 ml
la solution est chauffée a 80°C puis tamponnée par du NaOH 10N (8 gouttes)

On proceéde ensuite au blocage des sites de liaisons non spécifiques en raison d’une
part de I’existence de liaisons €lectrostatiques et hydrophobes entre les protéines tissulaires et
les réactifs utilisés et qui sont responsables de marquages non spécifiques qualifiés de “bruit
de fond”, d’autre part des liaisons immunologiques de faible affinité (ou réactions croisées)
pouvant survenir entre les différents anticorps utilisés et les sites antigéniques tissulaires. La
saturation des sites antigéniques non spécifiques s’effectue a I’aide de sérum provenant de
I’animal ayant fourni 1’anticorps secondaire (sérum d’ane 10% dans du PBS contenant 1%de
BSA ou sérum albumine bovine) ou dans lait écrémé 2%.

Les anticorps primaires (se référer aux chapitres Materiel et Méthodes des articles
correspondants pour les sources, dilutions et prétraitements) sont dilués dans une solution de
PBS contenant 1% de BSA au pH 7,4. L’incubation se fera sur la nuit en chambre humide a

4°C.
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L’amplification du signal utilise 1’avidité de la biotine pour la streptavidine et se fait
en trois €tapes ou couches successives: la premicre concerne I’anticorps primaire, la deuxiéme
met en jeu un anticorps secondaire biotinylé dirigé contre les immunoglobulines de
I’anticorps primaire (IgG d’ane anti souris ou IgG d’ane anti lapin, Immunoresearch
Laboratories, West Grove, PA, USA, aux dilutions respectives de 1/500 et 1/250 dans du
tampon PBS contenant 1% de BSA et a pH 8,6). L anticorps secondaire est mis a incuber sur
les lames 1 heure a température ambiante en atmosphere humide. La troisieme couche est
représentée par un complexe préformé de biotine streptavidine couplé & la peroxydase
(StreptABCcomplex/HRP) (Dakopatts, Glostrup, Denmark) dilué dans du tampon Tris H CI
pH 7,6.

Tampon PBS 10X (Buffer Saline Phosphate):
1,750 I NaCl 15M
50 ml KH2PO4 M
200ml K2HPO4 L

Tampon Tris:
6g de Tris dans 11 d’H20 distillée

La révélation du signal met en jeu une enzyme, la peroxydase qui en présence d’eau
oxygénée fait précipiter un chromogéne, la DAB (3-34 DiaminoBenzydine).
Solution de révelation
200ml Tris Hcl pH 7,6
136 g Imidazole
100 mg DAB
35 ul H202.

Les lames sont ensuite contre colorées a I’hématoxyline de Harris puis déshydratées
dans des bains d’alcool de concentration croissante puis dans du toluéne et montées au

Merckoglass (Merck, Darmstadt, Germany).

Les controles négatifs de la technique d’immunohistochimie sont effectués en
remplagant I’anticorps primaire par une immunoglobuline provenant de la méme espéce que

’anticorps et utilisé a la méme dilution.
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b. Technique d’immunohistochimie manuelle sur coupes en paraffine:

Au préalable, les coupes dont I’épaisseur ne dépasse généralement pas 3 microns, sont
déposées sur lames APES et mises a I’étuve une nuit a 56°C. Le lendemain, elles seront
déparaffinées par passage dans trois bains de toluéne puis dans trois bains d’alcool de

concentration décroissante (100, 95 et 70%) puis rincées a I’eau distillée.

La technique d’immunohistochimie est ensuite relativement superposable a celle
pratiquée sur coupes congelées. Néanmoins elle comporte quelques étapes supplémentaires
que sont I’inhibition des peroxydases endogenes par immersion des lames dans 200 ml d’H20
contenant 7 ml d’eau distillée a 30% pendant 5 min, et éventuellement le démasquage
antigénique par la chaleur effectué par immersion des lames au bain marie ou au micro onde
(entre 5 et 60 min selon I’anticorps utilis¢) dans différents tampons (tampon EDTA, MS

Unmasker, Tampon citrate ou Tris citrate).

Tampon citrate 0,1M pH 6:

Solution A: acide acétique 0,1 M ( C6H807 2H20) 21,01 g dans 11 d’eau distillée
Solution B: citrate de sodium 0,1M (C6HO7 Na3 2H20) 29,41 g dans 11 d’eau distillée
Solution de travail: 41 ml de sol A, 9 ml de sol B et 500 ml d’H20

(vérifier le pH et ajuster)

Tampon Tris- Citrate 0,05 M:

Solution Mére 0,5 M TRIZMA base: 60g ds 11 d’eau

Tampon Tris 0,05 M: dilution au 1/10 de la solution mere au pH 10,5
Solution de travail pH 9,15
tampon citrate 0,01M pH 6 : 125 ml
tampon Tris 0,05 M pH 10,5: 125 ml
MS Unmasker sol 10X (MicroStain, Martinengo, Italy)
EDTApH S8 :
EDTA disodique 10 mmol/I
Hydroxyde de sodium 10 mmol/Il
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¢. Technique d’immunohistochimie automatisée sur module Ventana (Tucson,

USA)

Cette technique nécessite au préalable de procéder aux étapes de déparaffinage des
lames et au démasquage antigénique des sites antigéniques pour les coupes en paraffine

uniquement.

Par ailleurs nous avons opté pour une titration manuelle des anticorps au lieu de
I’utilisation d’une seringue d’anticorps dilué¢ afin de diminuer le cotit des anticorps en évitant

le volume mort imposé par la mise en seringue.

Les lames sont disposées sur la platine du module Ventana et sont rincées par du
tampon de ringage (APK Wash Solution) chauffé a 41°C puis recouvertes d’huile (Liquid
Coverslip). La chambre d’incubation est chauffée a 37°C. Une goutte d’Inhibitor (contenant
de I’hydrogene peroxyde et une solution d’azide de sodium et permettant I’inhibition des

peroxydases endogenes), est ensuite déposée et mise a incuber 4 min.

Les lames sont ensuite rincées et recouvertes a nouveau d’huile puis 100 pl
d’anticorps primaire (dilué¢ dans du tampon contenant de la BSA 1%, du Thimérozal 1%, du
Triton 100X 1% dans du PBS pH 7,4) sont déposés manuellement et mis a incuber 32 min.
Au terme de ces 32 min, les lames sont rincées et recouvertes a nouveau d’huile puis post
fixées pendant 2 min avec une solution de glutaraldéhyde 25% en solution aqueuse diluée au
1/500 dans du NaCl 9°/°°.

Les lames sont ensuite rincées, recouvertes d’huile, puis une goutte d’ Amplifier A (qui
correspond a un anticorps IgG de lapin anti souris dilué dans du PBS et qui se fixe
spécifiqguement sur les immunoglobulines de souris présentes sur la coupe), est déposée sur
chaque lame pour une incubation de 8 min. Apres ringage et dépot d’huile, une goutte
d’Amplifier B (contenant des IgG de souris anti lapin) est ensuite déposée sur chaque lame
pendant 8 min. Ce kit d’amplification associant ces deux solutions Amplifier A et B est

polyvalent, pouvant aussi bien s’utiliser avec des anticorps polyclonaux que monoclonaux.
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Apres ringage, les lames regoivent une goutte d’anticorps biotinylé universel anti
souris et anti lapin pendant 8 min puis une goutte d’Avidine conjuguée a la peroxydase HRPO

(Horse Radish PerOxidase) pendant également 8 min.

Aprés nouveaux ringages et dépots d’huile, une goutte de DAB (DiaminoBenzidine) et
d’H202 est déposée sur chaque lame pendant 8 min, puis aprés ringage, chaque lame recoit
une goutte de cuivre pendant 4 min. Les lames seront ensuite contre colorés a I’hématoxyline
de Harris préparée manuellement (3 ml d’Hématoxyline, 4 ml d’acide acétique 90% et 3ml

d’H20) est déposée pendant 2 min.

Apres rincage, les lames sont sorties du module, et rincées dans de 1’eau savonneuse

puis déshydratées et montées au Merckoglass.

Pour I'immunomarquage anti télomérase, I’incubation de 1’anticorps étant de 12
heures, on utilise le module Discovery qui permet d’allonger la durée d’incubation de
I’anticorps au dela de 32 min au sein d’une chambre d’incubation a 42 °C. Le systéme
d’amplification utilis¢é I-View associe un inhibiteur de peroxydases endogénes (I-View
Inhibitor) déposé 4 min, un anticorps biotinylé (I1-View Biotin Ig) mis & incuber 2 min, un
complexe streptavidine-peroxydase (I-View SA-HRP) mis a incuber 8 min, une solution de
DAB -H202 (I-View DAB et I-View H202) déposée 8 min et d’une solution de cuivre (I-
View Copper) pendant 4 min. Les étapes de post fixation, de ringages et de contre coloration
sont identiques a celles décrites plus haut.

I1. Western Blotting

De 30 a 60 mg de tissus, préalablement congelés inclus dans du gel TissueTek et
conservés a -80°C, sont lysés manuellement (par potérisation ou broyage manuel au bistouri
en cas de tumeurs fermes) dans du tampon de lyse SDN (de 300 a 600 ul en fonction de la

taille du prélévement).

SDN buffer pour 1 ml de tampon
33,3 ul TRIS 3M
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30 ul de NaCl 5M

10 ul EDTA0,5M

25 pl SDS 20%

5 ul NP40

10 pl e PMSF 100 mM

100 pl Na desoxycholate 5%
1 ul apostinin (Img/ml)

2 ul leupeptin (id)

2 ul pepstatin (id)

781,7 pl H20 distillée

Les extraits sont mis a incuber 30 min dans de la glace puis centrifugés a haute vitesse
(12000g) pendant 30 min. Le surnageant est récupéré et on procéde au dosage des protéines
(kit Bio Rad, Bio Rad Laboratories, Hercules, CA) afin de déterminer le volume nécessaire au
dép6t de 40 mg de protéines. Chaque échantillon est re-suspendu dans du tampon de charge

Laemmli a volume identique.

Tampon de charge Laemmli:
40 pl de Tris 3M

200 ul SDS 20%

300 pl e de Glycérol

100 pl g mercaptoethanol

pointe de bleu de bromophénol
260 ul d’H20 distillée

Ces immunoprécipitats sont dénaturés 5 min a 100°C, puis laissés dans la glace et
centrifugés brievement. Les extraits sont alors déposés dans chaque puit, un puit étant réserve
au marqueur de poids moléculaire coloré. Ils sont ensuite soumis a une électrophorése en
conditions dénaturantes (SDS-PAGE) sur gel d’¢lectrophorése, constitué d’un gel
d’acrylamide 7,5% dit de concentration et d’un gel d’acrylamide 7,5% de séparation. La
migration s’effectue a 100 Volts dans un tampon Tris-glycine contenant du Tris 50mM Tris,
de la glycine 375 mM pH 8.3 et 0.1% SDS.
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Gel de séparation:

5,425 ml d’H20

1,875 ml acrylamide 29:1 40%
10,1 ml de SDS 10%

0,1 ml d’APS 10%

Temed 0,016 4

Gel de concentration:
2,185 ml d’H20
0,375 m d’acrylamide
0,38 ml de Tris
0,03ml de 10% SDS
0,03ml de 10% APS
Temed 0,006 4

Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane d’Immobilon P par
electroblotting, puis cette membrane est colorée au rouge ponceau pour vérifier I’intégrité des
protéines et de leur transfert. Elle est ensuite mise a incuber pendant une heure dans un
tampon de saturation contenant du Tris 25 mM, du NaCl 125 mM, du Tween 20 0.1%
(tampon TBS-Tween) et 5% de lait écrémé lyophilisé. Apres trois rincages dans du tampon
TBS Tween, la membrane est incubée 1 nuit & 4°C dans une solution de TBS-Tween
contenant 0.8% et 1 pg/ml d’anticorps. la membrane set ensuite incubée avec un anticorps
anti souris biotinylé et mis en présence d’un chromogéne chémiluminescent Enhanced
Chemilumiescence Reagent ECL (Amersham BioScience , Amersham, UK) déposé sur la
membrane 5 min a 1’abri de la lumiére ; la membrane est ensuite exposée a un Hyperfilm ECL

pendant 5 min.

I11. Hybridation in situ

Le principe de I’hybridation in situ repose sur I’appariement de deux brins
complémentaires d’acides nucléiques. Nous avons utilis¢é une sonde ARN simple brin ou
ribosonde marquée a la digoxigénine dont la séquence est complémentaire de celle de I’ARN

messager de la protéine hTERT.
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1. Synthése de la ribosonde:

La ribosonde antisens hTERT a été synthétisée par le Dr JC Soria par transcription in
vitro a I’aide d’un vecteur de clonage TOPO TA (pCR II- TOPO, Vitrogen, Carlsbad, CA)
contenant un fragment de 430 bp EcoRV- BamH1 correspondant au cDNA entier de hTERT
et fourni par les Drs RA Weinberg et WC Hahn (Whitehead Institute for Biomedical
Reseach, MIT, Canbridge, MA). Les plasmides linéarisés ont été transcrits in vitro a 1’aide
d’une polymérase T7 ou SP6 RNA (Promega, Madison, WI) en présence de nucléotides dont
I’UTP couplée a la digoxigénine pour permettre le marquage de la sonde (DIG RNA labelling
kit, Roche, Diagnostics, Indianapolis, IN). La sonde a été aliquotée en présence de RNAsine
(Sigma Chemicals, St Louis, MO) et stockée a — 80°C. Les ribosondes sens et antisens actine
ont été utilisés comme contrbles négatifs et positifs, le ribosonde sens hTERT ne pouvant
servir de témoin négatif puisqu’elle coderait pour une protéine inconnue mais présente dans

les tissus et les tumeurs pulmonaires (JC Soria, data non shown).

2. Protocole d’hybridation (technique manuelle):

Au préalable, la verrerie et les instruments doivent impérativement étre stérilisés (6h a
160°C) ou traités par des inhibiteurs des RNAses (RNase ZAP, Sigma Chemicals, St Louis,
MO) (cuves en plastique par exemple) puis rincés a I’eau DEPC (D1 Ethyl Pyroxy Carbonate)
(Sigma Chemical, St Louis, MO). Le port des gants est obligatoire et il faut s’abstenir de se

tenir trop prés des lames surtout au moment du dépét de la sonde d’hybridation.

Des coupes de 3 u de tissus fixés en formol 4% et inclus en paraffine sont déposées
sur lames stériles non traitées. Elles sont déparaffinées par des bains successifs de xyléne (10
minutes deux fois) puis d’alcool de concentrations décroissantes (100% puis 95 % et 75%, 2
minutes pour chaque passage) et rincées dans du PBS stérile pH 7,2 (3x2 min). Les lames sont
ensuite mises a incuber avec de la protéinase K (Roche Diagnostics, Meylan, France) a la
concentration de 2,5 pg/ml 15 minutes a 37°C (lyse des protéines couplées aux acides
nucléiques). Elles sont ensuite rincées a nouveau avec du PBS puis post fixées avec du
paraformaldéhyde 4 % pendant 8 minutes a température ambiante (inhibition de la protéinase
K). Elles sont rincées puis traitées par du TEA (Triethanolamine 0,1M pH 8) additionné

d‘acide anhydride afin d’inhiber la fixation de protéines non spécifiques 10 min a température
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ambiante et sur agitateur. Aprés un ringage dans du PBS (3 fois deux minutes) les lames sont
ensuite déshydratées par des bains d’alcool de concentrations croissantes (70, 95 puis 100% )

et séchées a I’air libre 10 minutes dans un endroit protégé (sous hote par exemple).

Entre temps, la ribosonde est diluée dans le tampon d’hybridation (40 ng de sonde a la
concentration de 80 ug/ ul, dans 50 a 100 ul de tampon par lame) et dénaturée 15 minutes a
95 °C. Elle est ensuite conservée dans de la glace en attendant d’étre déposée sur les lames.
Celles ci sont alors recouvertes de fines lamelles plastiques (Coverslips, Grace Biolab) et

placées a I’étuve 4 heures a 42 °C.

L’étape de post hybridation consiste a rincer les lames dans du SCC 2X (2 fois 5
minutes) puis a les laver dans une solution “NSS whashing buffer” renfermant du sérum
normal de mouton (Normal Serum Sheep) et du Triton 100X 2 h a température ambiante sous
agitation; les lames sont ensuite rincées dans du tampon 1 cing minutes puis saturées dans du
tampon 1 comportant du sérum de mouton (“Tampon 1- NSS”) 30 minutes a température
ambiante sous agitateur. 50 a 100 ul environ d’anticorps anti digoxigénine conjugué a la
phosphatase alcaline (Roche Diagnostics, Meylan, France) sont déposés par lame,

I’incubation se faisant sur la nuit a 4 °C.

Le lendemain, les lames parvenues a température ambiante sont lavées dans du
tampon 1 (2x10 min) puis dans du tampon 3 pendant 3 min. La phosphatase alcaline est
détectée a 1’aide des chromogenes suivants, le BCIP ( 5 bromo 4 chloro 3 indolyl phosphate)
et le NBT (nitro blue tetrazolium chloride) (Roche Diagnostics, Meylan, France). Ainsi 300 pl
de NBT/BCIP sont ensuite déposés sur chaque lame qui est placée ensuite a I’abri de la
lumiere. On surveille la réaction colorimétrique au cours des heures suivantes. Elle survient
généralement entre 2 a 6 heures et s’arréte par immersion des lames dans du tampon 4. Les

lames sont alors montées en milieu aqueux (Glycergel, DAKO Cytomation, Trappes, France).

Solutions:

PFA 4%:

chauffer 66.6 ml d’eau DEPC a 60°C puis ajouter 4 g de PFA, 6 gouttes de 4 NaOH et
dissoudre completement le PFA. Ajouter 33.3 ml de PBS 3X, ajuster le pH a 7.2 et filtrer la

solution.
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TEA 0,1 M pH 8:
Ajouter 1,4 g de TEA -Cl a de I’eau DEPC pour faire une solution de 100 ml. Ajuster le pH a
8. Ajouter dans 50ml de TEA 125 ul d’anhydre acétique.

Tampon d’hybridation:

Pour un volume total de 10 ml, ajouter 5 ml de formamide 100% désionisé, 1ml de SCC 20X,
0,2 ml de Denhardt 100X, 1g de Dextran Sulfate, 0,16 ml de tRNA de levure a la
concentration 25mg/ml, 0,5 ml de DNA de sperme de saumon a la concentration 10 mg/ml,
0,2 ml de DTT IM et compléter avec 0,95 ml d’eau DEPC. On obtient un mélange tres
visqueux qui doit étre mis au bain marie a 37°C sous agitateur une nuit.

Tampon de lavage NSS:

Ajouter a 50ml de SCC 2X 25 4l de Triton 100X et 1 ml de NSS (Normal Serum Sheep).
Tampon 1:

Dissoudre 14 g d’acide maléique (C4H304Na, MW 138,1) et 8,77g de NaCl (MW 58,44)
dans 900 ml d’eau DEPC. Ajouter 10g de NaOH pour ajuster le pH a 7,5 et compléter avec

de l’eau jusqu’a 1 L. Autoclaver.

Tampon 1- NSS :

Ajouter 150 g de Triton X et 1 ml de NSS dans 50ml de tampon 1.

Anticorps anti DIG-AP:

Ajouter 15 4l de Triton X et 50 gz de NSS (soit 0,3% de TRiton X et 1% de tampon 1- NSS)

dans 5 ml de tampon 1. Diluer [’anticorps au 1/500.

Tampon 3:

Mélanger 50ml de Tris-Cl 1M, 20ml de NaCl 5M et 25ml de MgCI2 IM avec 800 ml d’eau
DEPC. Ajuster le pH a 9,5 et compléter avec de [’eau jusqu’a llitre. Filtrer si des précipités
se forment.

NBT/BCIP:

Mélanger 45 | de NBT dans 10 ml de tampon 3 et ajouter 35 I de NCIP et mélanger encore.
Ajouter 4 a 6 gouttes de levamisole (Vector Laboratories) et mélanger.

Tampon 4 (Tris -EDTA, TE):

Mélanger 10 ml de Tris-Cl IM et 2ml de EDTA 0,5 M dans 1 | d’eau distillée et ajuster a 8.
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3. Protocole d’hybridation sur automate DISCOVERY (Ventana Medical System,
Strasbourg, France):

Les grandes étapes du protocole d’hybridation sont identiques a celles de la technique

manuelle. Seules changent les compositions des tampons de lavages et la durée d’hybridation.

Les lames déparaffinées sont transférées sur la platine a 42°C du module Discover et
rincées dans du tampon APK Wash, puis recouvertes d’huile Liquid Coverslip. Aprés ringage
dans du tampon SCC 2X, elles sont traitées a la protéinase K (2,5 pg/ml) 14 min a 37°C puis
aprés nouveaux rincages post fixées avec du paraformaldehyde 8% pendant 8 min a
température ambiante. La ribosonde antisens est diluée a 800 ng/ml dans du tampon
d’hybridation et dénaturée pendant 15 minutes a 95 °C puis déposée manuellement sur les
lames pour une incubation de 8h a 42°C. Apres ringages dans du SCC 2X, les lames seront
incubées sur la nuit a température ambiante avec un anticorps anti digoxigénine de mouton
conjugué a la phosphatase alcaline (Roche Diagnostics, Meylan, France) et dilué au 1/100
dans une solution de NaCl 0.9 °/°° contenant du NSS 4% et du Triton 100X 0.3%. La
détection de la phosphatase alcaline se fera manuellement a I’aide du NBT/ BCIP (Roche

Diagnostics, Meylan, France) et le montage sera effectué en milieu aqueux.

Solution de révélation NBT/BCIP
Préparer 100ml de Tris 0.1 M, contenant NaCl 0.1 M, MgCI2 0.5M a pH 9,5. Pour 10 ml,
ajouter 50 w4l de NBT et 37,5 4l de BCIP et 5 gouttes de levamisol.

1. Protocole TRAP ELISA

1. Principe

Le protocole TRAP ou Telomeric Repeat Assay Protocol permet de quantifier 1’activité
télomérase provenant d’extraits tissulaires ou cellulaires en mesurant le nombre de séquences
télomériques produits par I’enzyme et ajoutés a un substrat TS (ou telomerase susbtrat). Nous
avons utilisé le kit de quantification Telo TAGGG telomerase PCR ELISAP" (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) dont le principe de détection repose sur un

immunoassay enzymatique photométrique. La quantification des produits d’élongation,
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amplifiés par réaction de PCR, par procédé ELISA fait intervenir une sonde marquée a la
digoxigenine qui va s’hybrider avec les produits d’élongation ou séquences télomériques, et
sur laquelle se fixera un anticorps anti DIG couplé a la peroxydase. Celle ci va réagir avec un

substrat TMB et produire une réaction colorimeétrique mesurée par densité optique.

2. Preéparation des extraits tissulaires

Un fragment de 30 mg de tissu congelé est potérisé dans 200ul de « lysis buffer »
contenant 1 ul de RNAsine puis mis & incubé dans de la glace pendant 30 min.. On procéde
ensuite a une centrifugation 20 min a 16 000g a 4°C. Puis on récupere le surnageant et on
dose les protéines totales (kit Bio Rad, Bio Rad Laboratories, Hercules, CA), afin de
déterminer le volume final utile pour une concentration protéique optimale de 0.5 a 10 ng/pl.

Les aliquots peuvent étre stockes a — 80°C.

3. Réaction TRAP

Toutes les étapes doivent se faire dans la glace en raison de la thermosensibilité de la
télomérase et de la fragilité de son ARN template hTERC. La réaction TRAP comporte
plusieurs étapes: la premiere concerne la synthése séquences télomériques ajoutées au
substrat TS par la télomérase suivie de ’amplification des produits d’élongation par réaction
PCR.

En pratique, 1 & 3 ul de chaque extrait protéique tissulaire est ajouté a 25 ul de mix de
PCR (Reaction Mix 2X contenant du tampon Tris, le substrat télomérase TS, les primers sens
et antisens marqués a la biotine, les nucléotides et la Taq polymérase) complété avec de 1’eau
distillée stérile pour un volume final de 50 pl.

Les témoins négatifs sont représentés d’un part par les extraits dont la télomérase a été
inactivée par chauffage 10 min a 85°C, d’autre par un échantillon contenant du Lysis Buffer
sans extrait protéique. Le témoin positif est représenté par un extrait de cellules rénales
humaines (293 cells) exprimant la télomérase

Les échantillons sont placés dans un thermocycler (Perkin Elmer Inc, MA, USA ) en vue
de la PCR selon les modalités suivantes: élongation des primers pendant 20 min a 25°C,

synthese de cDNA et pré dénaturation pendant 5 min a 94°C, amplification par 30 cycles de
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PCR (dénaturation 30 sec a 94°C, hybridation 30 sec a 50°C , extension 90 sec a 72°C,

extension finale pendant 10 min a 72 °C.

4. Détection de ’activité télomérase par hybridation et procédé ELISA

Dans chaque puit d’une plaque non « coatée » de type MTP sont déposés 5 ul de produit
PCR et 20 ul de solution dénaturante (contenant moins de 0.5% de sodium hydroxide),
pendant 10 min a 20°C. Puis sont ajoutés 225 ul de tampon d’hybridation dans chaque puit et
100ml de cette solution sont transférés sur plaque « coatée » MTP fournie avec le Kit,
recouverte d’'une membrane adhésive afin de limiter 1’évaporation et mise a incuber a 37°C
sur agitateur (300rpm) pendant 2h.

Au terme de ce délai, la solution d’hybridation est ¢liminée et les puits sont rincés 3x30
sec par 250 ul de solution de lavage (« Washing Buffer »). 100 ul d’anticorps anti DIG couplé
a la peroxydase (polyclonal de mouton concentré a 10 mU/ml ) sont déposeés par puits et mis a
incubés a 20°C pendant 30 min sur agitateur (300 rpm). Les puits sont ensuite rincés et 100 pl
de substrat TMB sont déposés dans chaque et mis a incubés a 20°C pendant 20 min sur
agitateur (300 rpm). Lorsque la réaction colorimétrique s’est produite, la réaction est stoppée
par 100 ul de « Stop Reagent ».

La lecture de I’absorbance se fait grace a un lecteur de densité optique (Microplate Reader
3550, BIO Rad, Hercules, CA) a 450 nm de longueur d’onde, avec une longueur d’onde de

référence a 690 nm 30 min apres 1’addition du « stop reagent ».

5. Interprétation des résultats

Pour que la technique soit valide, I’absorbance du témoin positif doit étre supérieure a
1.5 x Absorbance a 450 nm —Absorbance & 690 nm. L’absorbance des témoins négatifs doit
étre inférieure a 0.25 x Absorbance a 450 nm —Absorbance a 690 nm.
Pour chaque échantillon, la valeur retenue correspondra a 1’absorbance de 1’échantillon dont
on soustraira I’absorbance du témoin inactivé. Les échantillons seront considérés comme
télomérase positifs si la différence entre I’absorbance lue a 450nm de celle de lue a 690 nm

est supérieure a 0.2
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V. Hybridation des séquences télomériques par technique TELO FISH (Kit DAKO
Telomere PNA FISH)

Les lames sont déparaffinées puis réhydratées dans de 1’eau distillée contenant du
Tween 20 0,1% pendant 5 min. On procede ensuite a une technique de démasquage par
incubation des lames 3x5 min au micro onde dans du tampon citrate + saponine a pH 9,15. On
laisse ensuite les lames revenir a température ambiante 15 minutes avant de les rincer dans du
TBS Tween 0,1% 2 min puis dans du TBS 2x 5 min. On réalise ensuite un pré-traitement par
une protéase ( Solution de prétraitement DAKQO) a la concentration 1:20 dans du TBS 30 min
a température ambiante. Puis les lames sont rincées 2x5 min dans du TBS et déshydratées
dans des bains d’éthanol de concentration croissante et séchées a I’air.

On dépose 10 pl par lame de sonde PNA Cy3, préalablement dénaturée 10 min a
95°C, en vue d’une hybridation a température ambiante sur deux jours.

Le surlendemain, on rince les lames 1 min dans une solution de rincage (Rinse
solution 1:50) puis 5 min dans de la Wash Solution (1:50). Les lames sont ensuite
deéshydratées a 1’éthanol, séchées a 1’air et contrecolorées au DAPI 5 min (a la concentration
de 250 ng/ml dans de 1’eau distillée); elles seront ensuite rincées 2x 5 min dans du PBS puis

montées en milieu anti fading Biomeda.
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RESULTATS ET DISCUSSIONS

I. Article 1 : Valeur pronostique des marqueurs immunohistochimiques dans les lésions
prénéoplasiques bronchiques. Jeanmart M, Lantuéjoul S, Fievet F, Moro D, Sturm N,
Brambilla C, Brambilla E. Clin Cancer Res. 2003

La détection des cancers pulmonaires a un stade précoce pourrait potentiellement
accroitre la survie des patients de 10 a 50 fois (Wingo et al 1999). Néanmoins le dépistage des
patients par la radiographie pulmonaire ou la cytologie sur expectoration n'a pas prouvé son
efficacité en terme d'augmentation de la survie (Marcus 2001), d'ou la nécessité de trouver des
marqueurs specifiques de la transformation maligne et d'expression précoce au cours de la
carcinogenése bronchique. L'approche idéale est donc d'identifier des biomarqueurs exprimés
au cours des stades trés précoces de la maladie cancéreuse, permettant de prédire I'évolution
péjorative d'une lésion prénéoplasique ou l'efficacité d'une chimioprévention. Ces
biomarqueurs se doivent d'étre suffisamment accessibles par des approches non invasives
pour les patients et d'étre évaluables a une grande échelle a partir de techniques de routine
comme l'immunohistochimie dans le cadre d'un dépistage. Enfin I'étude de I'expression d'une
combinaison de plusieurs génes (Kim et al 1998) devrait permettre d'accroftre la signification

pronostique.

L'étude de la valeur pronostique de I'accumulation d'anomalies moléculaires au cours
de la carcinogenése bronchique présentée dans ce travail s'est faite au terme de I"analyse de
I"expression immunohistochimie de différents marqueurs dans les lésions prénéoplasiques
bronchiques. Le but était double, préciser la séquence d apparition de différentes anomalies
moléculaires, mais surtout déterminer si I'accumulation de ces anomalies est corrélée a la
séverité et au grade des lésions prénéoplasiques ainsi qu'a la progression vers un carcinome
invasif dans le champ de canceérisation. Les marqueurs d intérét étudiés ont été choisis parmi
des éléments clés de la double voie de signalisation P53/Rb qui contréle le cycle cellulaire et
I’apoptose : il s’agit de I'accumulation de la protéine P53, étroitement corrélée a la survenue

de mutation du gene, de I'expression différentielle des deux principales protéines impliquées




123

dans l'apoptose que sont Bax et Bcl2, évaluée par l'inversion du ration Bax:Bcl2, et de
I'expression des protéines P16 et cyclines D1 et E, respectivement perdue ou hyperexprimees
lors de l'inactivation de la protéine Rb par phosphorylation.Nous souhaitons ainsi confirmer
I’intérét prédictif de la progression tumorale de ces marqueurs que Nous avions corrélés aux

prénéoplasies progressives dans deux séries rétrospectives (Brambilla et al 1998, 1999).

Cette etude prospective a été réalisée a partir de biopsies bronchiques fixees, prélevées
par endoscopie bronchique classique ou grace au bronchoscope a fluorescence LIFE. Au total,
quatre vingt biopsies bronchiques ont été analysées, ces biopsies ayant été effectuées chez 48
patients, dont 31 ayant présenté un cancer pulmonaire 2 a 10 ans auparavant et 27 étant de
gros fumeurs (25 a 95 paquets-années) symptomatiques, sans cancer. Ces biopsies incluaient
31 métaplasies malpighiennes, 12 dysplasies légeéres, 9 dysplasies modérées, 9 dysplasies

séveres et 19 carcinomes in situ. Ces patients ont été suivis pendant 18 a 36 mois.

Il a été montré récemment dans une étude prospective (Breuer et al 2005) que la
progression naturelle des lésions prénéoplasiques de bas grade en lésions de haut grade et en
cancer invasif n’est pas toujours pas systématqiue et que leur temps d’évolution vers le cancer
invasif est imprévisible en fonction du degré de gravité de la dysplasie. La progression des
Iésions prénéoplasiques dépendrait de signatures moléculaires traduisant la dérégulation du

contrdle de la prolifération, de I’apoptose et de la migration cellulaire.

Notre étude illustre le concept de champ de cancérisation et d'accumulation
d'anomalies moléculaires de facon diffuse par I'arbre bronchique, confirmant I'existence de
Iésions prénéoplasiques multiples chez 41% des patients et I'association de la moitié des CIS a
une autre lésion de haut grade, conformément aux études de Venmans et al (2000), Bota et al
(2001) et de Moro-Sibilot et al (2004).

Par ailleurs, il existait une étroite corrélation entre le degré de sévérité des leésions
histologiques si I'on compare les Iésions de bas grade et de haut grade, et I'accumulation
d'anomalies moléculaires. Chez 17 patients ayant développé un cancer invasif dans les 18
mois, aucune lésion histologique ou moléculaire prise isolement n'était corrélée a la survenue
de ces cancers. On observait par contre que le nombre d'anomalies cumulées était
significativement plus élevé dans les dysplasies modérées, dont le comportement est alors
comparable a celui dysplasies sévéres et des CIS, que dans les dysplasies légéres et les

métaplasies malpighiennes (p=0.002).
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De facon encore plus intéressante, la présence de deux anomalies ou plus observées
dans une lésion prénéoplasique quel que soit son grade, était statistiquement corrélée a la
survenue d'un CIS ou d'un cancer invasif dans les 18 mois qui suivent la premiere biopsie
(p=0.02) dans I’arbre bronchique. Cette étude permettait donc d'identifier certaines dysplasies
légeres ou métaplasies malpighiennes présentant un cumul d'anomalies phénotypiques,
comme étant potentiellement associée & une Iésion de haut grade ou un cancer a un autre
endroit de l'arbre bronchique, traduisant donc un processus multicentrgiue et sévere de
mutagenése et de transformation de 1’épithelium respiratoire. Ainsi la majorité des cancers de
découverte synchrone ou métachrone se développait & un site proche ou distant mais
indépendant du site de diagnostic des lésions prénéoplasiques, et dans 24% des cas était
controlatéral.

La valeur prédictive positive pour la survenue d'un cancer invasif a 18 mois était de
40% pour lI'accumulation de p53, 37% pour l'inversion du ratio Bax:Bcl2, et de 31 et 50%
respectivement pour I'nyperexpression des cyclines D1 et E, ce qui démontre que chacun de
ces biomarqueurs pris isolément ne peut constituer a lui seul un marqueur d'indication et de
contréle d'effet d'une chimioprévention par exemple (“end point marker"). Par contre, leur
inclusion dans un ensemble de marqueurs, dont I'expression est facilement analysable en
immunohistochimie c'est a dire en technique de routine par tout laboratoire d'anatomie
pathologique, parait intéressante.

En somme, cette étude montre d'une part la faisabilité en technique de routine a un
faible codt d'une analyse de I'expression de plusieurs biomarqueurs, traduisant la dérégulation
de la coirssance cellulaire en réponse a un dommage de I’ADN, sur biospies bronchiques
fixées, et met en évidence l'intérét pronostique de I'accumulation de deux ou plus anomalies
d'expression au cours du processus de carcinogenese bronchique chez des patients fumeurs a
risque, ou ayant déja présenté un cancer pulmonaire ou des voies aériennes supérieures.
L'intérét d'une analyse combinée de plusieurs autres marqueurs dans les expectorations ou a
partir de biopsies bronchiques comme la détection des LOH et des altérations des
microsatellites ou l'altération de I'expression de géenes suppresseurs de tumeur, par mutation
ou méthylation des promoteurs, a déja été suggérée. Ces marqueurs pris isolément n'offrent
pas une sensibilité de détection supeérieure a 70% sur expectorations chez des patients
identifiés comme porteurs de dysplasies et carcinomes in situ ou invasif sur leurs biopsies
bronchgiues (Hirsch et al 2002). La faisabilité des recherches de mutations (p53 et ras) et de
méthylations (p16, O6MGMT) a été démontrée dans des fluides biologiques (expectorations,

lavages bronchiques, sérum/plasma) (Arhent et al 1999, Palmisano et al 2000, Sozzi et al
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1992), ces approches non invasives présentant par ailleurs une sensibilité et une valeur
pronostique limitées. La recherche de cancer chez les sujets a haut risque autorise la
réalisation de biopsies bronchiques répétées et leur exploitation biologique doit conduire a la

surveillance rapporchées de ces patients.
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I1_Article 2: Expression de VEGF, de la Sémaphorine SEMAS3F et de leurs récepteurs
communs les neuropilines dans les lésions prénéoplasiques bronchiques, les tumeurs
pulmonaires et les lignées cellulaires. Lantuéjoul S, Constantin B, Roche J, Drabkin H,
Brambilla C, Brambilla E. J Pathol 2003.

La semaphorine 3F, dont le géne est localisé en 3p21.3, région délétée dans les cancers
pulmonaires, est a ce titre est un candidat géne suppresseur de tumeur. Elle partage avec
VEGF 165, un des facteurs clés de I’angiogenese, deux récepteurs que sont les neuropilines 1
et 2 exprimés par les cellules endothéliales et les cellules tumorales. Une compétition entre la
SEMA3A, qui appartient a la méme classe de sémaphorines que la SEMA3F, et VEGF165 a
été démontrée vis a vis des récepteurs NP1 et NP2, et cette compétition pourrait réguler la
migration et 1’apoptose des précurseurs neuronaux. Brambilla et al (2000) ont démontré que
I’expression de VEGF dans les cellules tumorales était corrélée a diminution des niveaux
d’expression de la SEMA3F et a sa délocalisation cytoplasmique. En faisant 1’hypothese
qu’une telle compétition a la faveur du VEGF existe au cours de la carcinogenese bronchique
et serait impliquée dans la régulation de la prolifération puis dans la migration des cellules
tumorales au cours du processus d’invasion, nous avons analysé 50 lésions prénéoplasiques
bronchiques et 112 carcinomes pulmonaires, incluant 42 carcinomes malpighiens dont 16
concommitants de Iésions prénéoplasiques, 4 carcinomes basaloides, 34 adénocarcinomes, 9
carcinomes a petites cellules, 12 carcinomes neuroendocrines a grandes cellules et 11 tumeurs
carcinoides, vis a vis de I’expression en immunohistochimie de VEGF, SEMA3F et NP1 et 2,
assortie d’une étude au microscope confocal de la localisation de ces protéines en culture in

vitro.

Nous avons observé une expression croissante de VEGF en fonction de la sévérité des
Iésions prénéoplasiques, cette expression étant significativement plus faible dans les lésions
dysplasiques de bas grade que dans les lIésions de haut grade. Cette expression atteignait son
maximum dans les carcinomes in situ, stade précédant le processus d’invasion. A I’inverse, la
SEMAGSF était faiblement exprimée dans les lésions prénéoplasiques et les carcinomes, les
niveaux d’expression étant discrétement plus élevés dans les 1ésions dysplasiques de haut
grade mais sans différence statistique. On notait en paralléle une expression cytoplasmique
prédominante de la SEMA3F. L’expression des neuropilines 1 et 2 était tout a fait comparable

a celle de VEGF, avec une corrélation statistique des expressions de VEGF, NP1 et NP2.
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Dans les tumeurs pulmonaires, VEGF et les neuropilines étaient plus exprimés dans les
carcinomes non a petites cellules que dans les tumeurs neuroendocrines ; quant a la SEMAS3F,
son expression était perdue dans 37% des carcinomes non a petites cellules et dans les
carcinomes de stade avances, les adénocarcinomes et les carcinoides présentant les scores
d’expression les plus élevés. L’expression de la SEMAZ3F était plus volontiers cytoplasmique
et membranaire dans ces tumeurs par opposition aux autres tumeurs ou l’expression était
plutét cytoplasmique. Surtout les cellules tumorales en migration exprimaient le plus souvent
de facon concommitant et a un haut niveau le VEGF, la SEMAS3F et les neuropilines avec une
prédominance cytoplasmique. Enfin 1’analyse au microscope confocal de 1’expression des
neuropilines 1 et 2 dans des lignées de cellules bronchiques normales ou d’adénocarcinomes,
montrait une expression cytoplasmique nette de NP1 au voisinage d’une plaie dans la
monocouche cellulaire, impliquant une translocation de la membrane au cytoplasme de ces
récepteurs au moment de la migration cellulaire, qui s’accompagnait d’une augmentation
transitoire de 1’expression cytoplasmique de la SEMA3F, confirmant in vitro 1’expression

transitoire et la délocalisation cytoplasmique de ces expressions.

La voie de signalisation VEGF/ sémaphorine/ neuropilines semble donc impliquée en
premier lieu dans la migration cellulaire : VEGF favorise 1’invasion tumorale via le
chimiotactisme des cellules carcinomateuses, comme le suggere son expression maximum
dans les carcinomes in situ précédant 1’effraction de la membrane basale. L implication du
VEGF dans la migration a été observée dans les mélanomes ou dans les cancers mammaires et
est médiée par la voie de signalisation de la P13 kinase- Akt (Byzova et al 2000, Price et al
2001). Une des hypothéses est que I’intégrine o6B4 impliquée dans la progression
carcinomateuse active la PI3-kinase qui active Akt en Akt phosphorylée qui & son tour active
mTOR (mammalian target of rapamycin) lequel active la transcription de VEGF. Celui ci, en
étant sécrété par les cellules carcinomateuses, se fixe a ses récepteurs dont NP1 et permettrait
la migration des cellules tumorales par chimiotactisme (Bachelder et al 2003, Mercurio et al
2004). En raison de la compétition entre VEGF et SEMA3A pour la fixation au récpeteur
commun NP1, une perte d’expression de la SEMA3A (ou plexine 1) favorise la fixation de
VEGF au récepteur NP1 et donc stimule la migration des cellules carcinomateuses

mammaires (Bachelder et al 2003).

La voie de signalisation VEGF/ sémaphorine /neuropilines est également impliquée

dans la prolifération cellulaire. La liaison de VEGF a NP-1 entraine une élévation des niveaux
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constitutifs d’Akt et permet la survie des cellules tumorales. Il favorise ainsi la survie de
cellules carcinomateuses mammaires de facon indépendante de KDR dans des cellules
tumorales dépourvues de séquence consensus tyrosine kinase et qui n’expriment pas KDR
(Bachelder et al 2001). Les propriétés anti-prolifératives et pro-migratrices de NP1 ont déja
été rapportées dans d’autres carcinomes, gastriques, prostatiques et le poumon (Miao et al
2000, Tian et al 2001, Latil et al 2000b, Tomizawa et al 2001). Par ailleurs la SEMA3F induit
I’apoptose de cellules adénocarcinomateuses mammaires (Nasarre et al 2003) de la méme
maniere que la SEMAZ3B, située a 70 Kb de la SEMAS3F dans la méme région 3p21.3, induit
I’apoptose dans des lignées carcinomateuses pulmonaires et mammaires (Tomizawa et al
2001, Castro-Rivera et al 2004). La SEMAS3A, qui est également un répellent pour les cellules
progenitrices des neurones, entraine en se fixant a NP1, leur apoptose apres une exposition
prolongée a la SEMAS3A sur un mode dose dépendant et probablement caspase dépendant.
Elle permet également leur mobilité par répulsion. Ces phénomenes sont abolis par VEGF165
qui se fixe de facon competitive sur NP1, ou par VEGF121 qui se fixe a KDR et NP1. A
I’inverse de SEMA3A ou F, VEGF et NP1 stimulent la survie et la prolifération des cellules
nerveuses ou des cellules tumorales dans les médulloblastomes et les carcinomes mammaires,
ou SEMA3A et VEGF ont des effets antagonistes pour 1’apoptose et la migration des cellules
(Bagnard et al 2001, Bachelder et al 2003), SEMAS3F exercant des effets pro-apoptotiques et
« immobilisants » par opposition a VEGF.

En conclusion, la perte d'expression de la SEMA3F, qui est un événement fréquent
dans les tumeurs pulmonaires, excepté dans les carcinoides, survient précocement dans la
carcinogenése bronchique par opposition a I'expression du VEGF et de ses récepteurs NP1 et
NP2 dont I'expression augmente avec le degré de dysplasie. Nous interprétons cette perte
d’expresssion de la SEMA3F comme une diminution de la sensibilité a l'apotpose et de
I'inhibition de la migration cellulaire dans les lésions prénéoplasqgiues bronchiques, tandis que
I'acquisition de niveaux élevés de VEGF favorserait via une boucle autocrine la prolifération

cellulaire.
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I11. Article 3: Expression différentielle de la sous- unité catalytique de la télomérase
hTERT dans les cancers pulmonaires. Lantuéjoul S, Soria JC, Moro-Sibilot D, Morat L,
Veyrenc S, Lorimier P, Brichon PY, Sabatier L, Brambilla C, Brambilla E. Br J Cancer. 2004

Parmi les paramétres qui traduisent I'accélération de la prolifération cellulaire et la
résistance a I'apoptose et dont I'expression pourait étre prédictive de la progression tumorale
dans les lésions prénéoplasiques bronchiques, nous avons examiné la ré expression de la
télomérase comme agent de I'immortalisation tumorale. Nous avons au préalable analysé sa ré
expression protéique et en ARN messagers dans les tumeurs pulmonaires, en prenant comme
technique de référence la mesure de I'activité relative de I'enzyme par essai TRAP (Telomeric
Repeat Assay Protocol).

En effet, la plupart des données sur I’expression de la télomérase dans les cancers
pulmonaires repose sur des mesures d’activité de I’enzyme par essai TRAP. Néanmoins cette
technique nécessite un matériel tissulaire frais en conditions RNAses free. Jusqu’a présent,
plusieurs anticorps non commercialisés ont été proposés dans 1’étude de 1’expression en
immunohistochimie ou en Western Blot de la sous unité hTERT dans différents cancers
comme les mésothéliomes ou les cancers coliques, ou dans les tissus hépatiques. Nous avons
voulu valider I’utilisation d’un anticorps commercial pour 1’étude de 1’expression de hTERT,

applicable en activité de routine sur prélevements fixés de facon standard en formol neutre.

Une premiére étape nécessaire consistait a tester cet anticorps sur une série de cancers
pulmonaires, dans le but ultime d’étudier I’expression de hTERT dans les lésions
prénéoplasiques bronchiques. Nous avons ainsi comparé [’expression de hTERT en
immunohistochimie et en Western Blot, avec 1’étude des niveaux d’expression des ARN
messagers de hTERT et de la mesure de I’activité relative de I’enzyme. Notre étude a porté
sur 122 tumeurs pulmonaires dont 42 carcinomes malpighiens, 43 adénocarcinomes, 19
basaloides et 19 carcinomes a petites cellules. Dans un second temps, nous avons comparé
I’expression de hTERT en fonction de I’histologie des cancers pulmonaires mais aussi en
fonction du stade pTNM afin d’évaluer le role pronostic de I’expression de la télomérase dans
les cancers pulmonaires, comme cela a été démontré dans les neuroblastomes et les

carcinomes gastriques.
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Nous avons ainsi constaté une expression moindre de la télomérase dans les
adénocarcinomes, et notamment les carcinomes bronchioloalvéolaires ou dans les plages
d’architecture bronchioloalvéolaire en périphérie des adénocarcinomes mixtes. Par
opposition, les carcinomes les plus agressifs, comme les carcinomes a petites cellules et les
carcinomes basaloides, exprimaient les plus forts niveaux de hTERT. Toutes histologies
confondues, les cancers de stade | exprimaient plus faiblement la télomérase, mais nous
n’avons pu mettre en évidence, probablement en raison d’un nombre trop faible de cas,
d’incidence pronostique de 1’expression de hTERT, a la différence d’autres auteurs comme
Marchetti et al (1999, 2002) et Wang et al (2002) qui ont démontré une forte corrélation entre
des niveaux élevés d’hTERT et un pronostic défavorable dans les carcinomes non a petites
cellules de stade I. Plus récemment, Iniesta et al (2004) ont rapporté une association entre
I’activation de la télomérase et la présence de LOH en 3p, région contenant trés probablement
un geéne répresseur de hTERT, impliquant notamment les loci des génes FHIT (en 3p14.3) et
DLEC1 (Deleted Lung and Esophageal Cancer) ( en 3p21.33), avec une corrélation statistique

franche entre la survenue de ces LOH et une survie plus courte des patients.

Nous avons observé une bonne corrélation dans 1’appréciation de I’expression de la
télomérase entre les résultats fournis par I’immunohistochimie, le TRAP et 1’hybridation in
situ. Dans 5 cas pourtant, la protéine a été détectée en immunohistochimie sans qu’une
activité de ’enzyme ne soit mise en évidence. Il peut s’agir d’artéfacts techniques (mis en
évidence d’inhibiteurs de la télomérase) mais plus vraisemblablement d’un probleme
d’échantillonnage des tumeurs, hétérogeénes vis a vis de I’expression de hTERT. A ce titre,
cette hétérogénéité déja rapportée par d’autres auteurs (Paradis et al 2001) pose le probléme
de I’analyse de I’expression de hTERT a partir d’échantillons de petite taille ou pauvres en
cellules tumorales, et donc de I’interprétation d’une telle analyse a partir de prélévements
comme les TMA ou tissus miroarrays qui n’offrent qu ‘une vision trés partielle du
comportement d’une prolifération tumorale. Dans notre étude, nous avons essayé autant que
possible de choisir des prélevements congelés destinés au TRAP les plus représentatifs de la
tumeur, dépourvus de lymphocytes (moins de 30% de la population cellulaire totale) et sans
nécrose, en faisant un control morphologique des échantillons. Pour 10 autres cas, les niveaux
de télomérase étaient discordants entre ceux obtenus par immunohistochimie et ceux obtenus
par TRAP, suggérant la encore une différence d’échantillonnage des tumeurs, qui présentent

un certain degré d’hétérogénéité vis a vis de I’expression de la télomérase, ou des
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modifications post transcriptionnelles ou post translationnelles de la protéine aboutissant a des
variations quantitatives ou qualitatives de la protéine. On sait notamment que des
phosphorylations de hTERT peuvent étre responsables d’une modulation de son activité ou

influencer sa localisation intracellulaire.

Nous avons également démontré que hTERT pouvait se localiser préférentiellement
dans le nucléole des cellules tumorales dans respectivement 45 et 42% des carcinomes
malpighiens et des adénocarcinomes, par opposition aux carcinomes a petites cellules et aux
carcinomes basaloides qui présentent une expression nucléaire diffuse de hTERT. La
localisation nucléolaire de hTERT a déja été démontrée par co-marquage hTERT/ nucléoline
(une phosphoprotéine nucléolaire) en immunofluorescence. Le nucléole est le lieu
d’assemblage des sous unités hTERT et hTERC, ce qui permet la maturation de hTERC et
stabilise le complexe. Récemment, une interaction hTERC dépendante entre hTERT et la
nucléoline, a vocation d’ARN chaperonne ou de protéine navette, a été démontrée par Khurts
et al (2004). Par ailleurs, la relocalisation nucléolaire de hTERT est également observée dans
les cellules dépourvues de hTERC, notamment au cours de la réparation de cassures de
I’ADN, et ceci afin d’empécher 1’élongation par la télomérase de brins d’ADN (Etheridge et
al 2002, Wong et al 2002). A D’opposé, lors de la phase S, hTERT est diffuse dans le
nucléoplasme et participe a la réplication des chromosomes. Dans les tumeurs, la
compartimentalisation nucléolaire de hTERT, qui va de pair avec un niveau moyen de
télomérase, est corrélée a un moins bon pronostic et serait une facon d’accumuler hTERT tout
en prévenant une aggravation de I’instabilité génétique. A I’inverse, dans les carcinomes a
petites cellules et dans la majorité des carcinomes basaloides, qui représentent des tumeurs
agressives caractérisées par une grande instabilité génétique, hTERT est exprimée a de hauts
niveaux et est a la fois nucléolaire et nucléaire. Cette expression diffuse pourrait résulter

d’une dérégulation du mécanisme de navette de hTERT entre le nucléole et le nucléoplasme.

En somme, nous avons démontré que si I’expression de la sous unité catalytique de la
télomérase s’observe dans plus de 85% des cancers, elle reste dans les cancers pulmonaires
relativement dépendante du type histologique des tumeurs. hnTERT est particulierement elevée
dans les carcinomes de haute agressivité que sont les carcinomes a petites cellules et les
carcinomes basaloides, faisant de ces tumeurs des cibles préférentielles des thérapeutiques
anti télomérases ou anti télomeres. A 1’opposé, des tumeurs de bas grade comme les

adénocarcinomes de type bronchioloalvéolaire semblent peu accessibles a ce type de
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thérapeutique. Enfin des tumeurs de malignité intermédiaire, comme la majorité des
carcinomes malpighiens et des adénocarcinomes, présentent une expression de hTERT
variable d’une tumeur a une autre. Ainsi 1’évaluation de cette expression, a 1’aide d’une
technique aisément réalisable en routine comme 1’immunohistochimie, pourrait permettre

d’inclure certains patients dans des protocoles d’essai thérapeutiques.
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IV. Article 4: Raccourcissement des télomeéres et expression de la sous- unité catalytique
hTERT dans les lésions prénéoplasiques bronchiques. Lantuéjoul S, Soria JC, Morat L,
Lorimier P, Moro- Sibilot D, Sabatier L, Brambilla C, Brambilla E. Clin Cancer Res 2005.

Le but de ce travail est, toujours dans le cadre de la recherche de biomarqueurs
prédictifs de la progression des lésions prénéoplasiques et de cibles potentielles d’une
chimioprévention, d’évaluer I’intérét de 1’é¢tude de I’expression de la sous unité catalytique de
la télomérase. Cette évaluation passe également par I’analyse de la chronologie de la
réactivation de hTERT par rapport a des événements moléculaires prépondérants qu’est
I’inactivation des génes suppresseurs de tumeurs p53 et Rb, étape indispensable a la
transformation cellulaire et qui précederait la ré expression de hTERT. On sait que
’acquisition de I’immortalité et de la capacité a proliférer indéfiniment requiert la coopération
de la télomérase, qui permet aux cellules tumorales d’échapper a la crise de mortalité M2 et
de stabiliser les télomeres, dont le raccourcissement soumet les cellules & une grande
instabilité génétique et/ ou a la sénescence réplicative. La réactivation de la télomérase a déja
été rapportée dans les lésions prénéoplasiques orales, mammaires et du col utérin, ou de hauts
niveaux d’ARN messagers de hTERT sont détectés préférentiellement dans les lésions
dysplasiques de haut grade (Snijders et al 1998, Kim et al 2001, Umbricht et al 1999). Au
cours de la carcinogenése bronchique, 1’expression de la télomérase, évaluée dans de petites
séries a partir de la mesure de ’activité enzymatique par essai TRAP ou par mesure des
niveaux d’ARN messagers de hTERT, augmente de fagon parallele au degré de sévérité des
Iésions dysplasiques. Par ailleurs, Yashima et al (1997) ont rapporté une augmentation dés le
stade de métaplasie malpighienne des niveaux de hTERC qui atteignent un plateau dans les
dysplasies. Ce phénomene précéderait ainsi 1’augmentation de I’expression de hTERT, qui
reste le facteur limitant de 1’activité du complexe enzymatique. Les mécanismes de la ré
expression de la telomérase ne sont néanmoins pas completement connus, cette ré expression
étant trés vraisemblablement précédée d’un raccourcissement des télomeéres. L’attrition
télomérique a été démontré au cours de la carcinogenese prostatique et pancréatique, ou les
néoplasies intraépithéliales présentent une diminution du nombre de répétitions télomériques
évaluables par technique TEL-FISH permettant par hybridation de mesurer les répétitions
télomériques. Cette technique qualitative permet, a la différence de la technique de Southern
Blot, d’analyser sur coupes tissulaires des signaux télomériques a 1’échelle de clones

dysplasiques de quelques dizaines de cellules.
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Afin d’établir la chronologie d’apparition de la ré expression de la télomérase et sa
relation avec le raccourcissement des télomeres et I’inactivation des génes suppresseurs de
tumeur p53 et Rb, nous avons analysé par immunohistochimie 1’expression de P53, p16™¢
de la Cycline D1, de Bax et Bcl2 et de hTERT en paralléle a I’évaluation de la longueur des
téloméres par TEL-FISH. L’étude immunohistochimique de I’expression de ces différentes
protéines a été realisée dans 106 lésions prénéoplasiques bronchiques fixées, provenant de
piéces opératoires de patients porteurs de carcinomes pulmonaires, et a été comparée a celle
observée dans 27 carcinomes invasifs correspondants et dans la muqueuse bronchique
normale. L’évaluation des niveaux d’expression des ARN messagers de hTERT et de la

longueur des téloméres a été effectuée dans un sous groupe de lésions prénéoplasiques, de

carcinomes invasifs et de muqueuses bronchiques normales ou hyperplasiques.

Comme supposé, nous avons constaté une corrélation entre 1’expression de hTERT et
I’accumulation de la protéine P53 d’une part et I’inversion du ratio Bax :Bcl2 d’autre part,
suggerant que la résistance a I’apoptose se fait en paralléle de la réactivation de la télomérase.
Nous n’avons par contre pas mis en évidence de corrélation entre I’expression de hTERT et la
perte d’expression de P16™%* ou I’hyperexpression de la Cycline D1. On ne peut éliminer la

possibilité d’artéfacts techniques concernant I’étude de p16™K

, et/ou d’une série trop limitée.
Cependant, I’ensemble des résultats immunohistochimiques témoigne d’une accumulation
croissante des anomalies moléculaires avec le degré de sévérité des lésions prénéoplasiques,
la dysplasie modérée présentant définitivement le phénotype d’une lésion de haut grade
moléculaire.

On sait que la prolifération tumorale par elle-méme provoque, en l'absence de
réactivation de la telomérase, une attrition télomérique, percue comme un dommage de I'ADN
et qui entrainant la phosphorylation de H2AX et de CHK2, I'accumulation de P53, P21 et P16
et l'entrée en senescence réplicative ou la mort des cellules. A l'inverse dans les lésions
précancereuses, CHK2, ATM et H2AX sont phosphorylés et donc inactifs et les voies p53/Rb
sont inactivées, précipitant les cellules dans une grande instabilité génétique qui précéde la
réactivation de la télomérase. Récemment, il a été proposé que les dommages de I'ADN
provoqués par les oncogénes soient responsables d'une augmentation de la réplication de
I'’ADN, et donc favorisent tres précocement au cours de de la carcinogenese, la transformation
maligne en exercant une pression de sélection via la survenue de mutations de p53 et

I'instabilité génétique (Bartkova et al 2005, Gorgoulis et al 2005).
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Nous avons constaté que le raccourcissement des télomeres précede la réactivation de
la télomérase et survient dés la métaplasie malpighienne. Cette attrition télomerique précéde
la survenue de la crise et la réactivation de la télomérase, et favorise donc la survenue
d’anomalies moléculaires et de ponts interchromosomiques pendant I’anaphase et préfigure la
crise de mortalitt M1. La valeur prédictive du raccourcissement télomerique dans les
métaplasies malpighiennes devra cependant étre investiguée a une plus grande échelle, en
comparant ces lésions chez des patients fumeurs porteurs de dysplasies ou de cancer, a celles
survenant de fagon non spécifique chez des patients témoins. Par la suite, la réactivation de la
télomérase s’opére de facon progressive de la dysplasie 1égére au CIS et prédomine dans les
dysplasies de haut grade (DS et CIS) ou on note en paralléle grace a 1’action de la télomérase
une augmentation de la longueur des télomeéres qui va de pair avec leur stabilisation par
« capping ». Ainsi de facon intéressante, la dysplasie modérée apparait comme une étape
cruciale dans la carcinogenese et semble figurer la crise M2 : les cellules dysplasiques ayant
accumulé de facon significative un certain nombre d’anomalies moléculaires, échappent au
control de P53 et de Rb, proliféerent (augmentation des niveaux de Ki67 et inversion du ratio

Bax :Bcl2) et se dotent d’une activité télomérase élevée afin de protéger leurs télomeres.

Finalement nous prospons le schéma suivant d'apparition d'anomalies méloculaires au

cours de la carcinogenése bronchique:

Epithélium Hyperplasie =~ Meétaplasie ~ Dysplasies CIS Carcinome
Normal malpighienne invasif

LOH en
3p21-9p21

Meéthylation p16™"*

Raccourcissement
télomérique

Inactivation de p53, FHIT, Rb
Ré- activation de la télomérase
Hyper-expression de laCycline D1
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Le cancer du poumon est la premiere cause de mortalité par cancer dans les pays
industrialisés et en voie de développement et reste malgré de nombreux progres dans les
domaines du diagnostic et du traitement, un cancer redoutable dont la survie a 5 ans est
inférieure a 10%. La principale raison en est un diagnostic encore trop tardif, a un stade
souvent inopérable. D’un point de vue diagnostic, chaque anomalie moléculaire survenant au
cours de la carcinogenese bronchique peut étre utilisée comme biomarqueur a condition que
cette anomalie soit précoce et spécifique de la transformation maligne, prédictive de la
progression tumorale et qu’elle puisse étre détectée chez les patients a partir de prélévements
réalisés sur un mode peu invasif si possible. L’étape suivante sera la validation a grande
échelle de I'utilisation de biomarqueurs a la fois sensibles et spécifiques pour le diagnostic
précoce des cancers pulmonaires. L’intérét de tels marqueurs est également de permettre de
mieux définir une population a risque élevé de cancer pulmonaire et de determiner des
facteurs pronostiques de la progression tumorale d’un cancer ou d’une 1ésion prénéoplasique

donnés.

Quel(s) biomarqueur (s) privilégier pour le dépistage des cancers pulmonaires chez les

patients a risque

La detection de biomarqueurs dans les expectorations, le sang ou le lavage bronchiolo
alvéolaire semble plus intéressante que le simple « screening » des patients par radiographie
pulmonaire annuelle (Marcus 2001). La majorité des études menées sont basées sur la
détection de mutations spécifiques de I’ADN, d’altérations microsatellites ou de méthylations
des Tlots CpG des genes suppresseurs de tumeur, portées par quelques clones de cellules
dysplasiques parmi de nombreuses cellules normales. Plusieurs études ont montré 1’intérét de
la mise en évidence de mutations de K-ras et de p53 dans des expectorations de patients
présentant des carcinomes non a petites cellules, les mutations de K ras étant détectables avant
le diagnostic clinique d’adénocarcinome (Mills et al 1995, Arhendt et al 1999). Cependant les

mutations de K ras ne sont présentes que dans une fraction de carcinomes non a petites
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cellules (30 a 50%), essentiellement des adénocarcinomes, ce qui limite leur intérét a ce type
de tumeur dans un dépistage a grande échelle. Ceci est également valable pour la plupart des
biomarqueurs qui ne sont exprimés que par une fraction de cancers pulmonaires, et en
fonction de I'exposition tabagique des sujets d’ou la nécéssité d’un panel de biomarqueurs. La
valeur pronostique de [’accumulation d’anomalies moléculaires dans les Iésions
prénéoplasiques bronchiques, défendue dans 1’article de Jeanmart et al (2003), est une
illustration de la nécessité de définir un profil de biomarqueurs. Arhent et al (1999) ont
propos¢ 1’étude de quatre marqueurs moléculaires tels que les mutations de p53, de K ras
(pour les adénocarcinomes), de la méthylation du promoteur de pl6 et de I’instabilité
microsatellite. Ainsi chez 50 patients présentant un cancer pulmonaire, 43 (86%) présentent
au moins une de ces anomalies dans le liquide de lavage bronchiolo alvéolaire. Plus
récemment a été développée la technique de PCR spécifique de méthylation nestée qui offre
une sensibilité 50 fois supérieure a la technique de PCR spécifique de méthylation classique,
et qui permet la détection dans 100% des expectorations de patients atteints de cancers
pulmonaires de méthylations de pl16 identiques a celles présentées par la tumeur, et de
méthylation aberrante de la MGMT dans les expectorations de 67% des patients 5 a 35 mois
avant la survenue d’un cancer cliniquement décelable. Néanmoins des méthylations
aberrantes ont été également détectées chez des patients sans cancer mais fumeurs de longue
date, ainsi que des altérations microsatellites chez des patients sans cancer porteurs de
maladie pulmonaire chronique obstructive (Field et al 1999). La détection de la méthylation
de p16 a des fins de « screening » des patients a risque reste donc limitée en raison de sa
relative faible prévalence (38 a 68%) et des faux positifs (fumeurs). En effet, la méthylation
des génes suppresseurs de tumeur n'implique pas nécessairement qu'il s'agisse d'un processus
spécifique de la nature tumorale, I'nyperméthylation Tlots CpG pouvant également survenir
dans des épithéliums normaux chez des sujets tabagiques ou agés (Belinsky et al 2002, Kim
DH 2001). L'hyperméthylation du promoteur de p16 s‘observe dans le cancer pulmonaire en
réponse a une inhalation de fumée de cigarettes chez les rats F344/N ou dans I'épithélium
bronchiques et les expectorations des fumeurs (Belinsky et al 2002). Cette méthylation est
associée a la durée du tabagisme (Kim DH et al 2001) et est induite pat la
4(methylnitrosamino)-1-(3-pyridil)-1 butanone (NKK) dans les adénocarcinomes du rat
(Belinsky et al 1998). Des méthylations des genes des récepteurs aux oestrogénes ou de
I'insulin-like growth factor 2 entre autres sont présentes dans les muqueuses coliques de sujets
agés (Ahuja et Issa 2000). Néanmoins Kim H et al (2004) ont récemment montré que la

méthylation du promoteur de FHIT est dépendante de I'age et du tabagisme, tandis que les
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méthylations des promoteurs de p16, RASSF1A, H-cadherine et de RAR beta apparaissent

spécifiques du cancer pulmonaire.

La mise en évidence d’altérations spécifiques du cancer dans le sang des patients s’est
avérée également prometteuse au début, révélant des concentrations d’ADN circulants chez
les patients cancéreux significativement supérieures a celles des patients sans cancer des les
premiers stades de la maladie (Sozzi et al 2001). Néanmoins des niveaux ¢levés d’ADN
circulants ont été également retrouvés chez les patients gros fumeurs de plus de 60 ans. Par
contre récemment, [’hyperméthylation aberrante du promoteur de géne APC (adenomatous
polyposis coli) a été rapportée dans 96% des cancers pulmonaires (Usadel et al 2002) et serait
détectée dans le sérum de 47% de patients cancéreux mais dans aucun échantillon provenant

de patients sains.

Intérét des biomarqueurs dans la chimioprévention des cancers bronchiques

La chimioprévention se définit par 1’utilisation de substances chimiques permettant de
prévenir, d’inhiber ou de rendre réversible un évenement impliqué dans la carcinogenese. Le
choix d’une chimioprévention sera donc grandement facilité par le diagnostic précoce des
Iésions prénéoplasiques grace au fibroscope a fluorescence LIFE par exemple et par leur
identification sur le plan histologique et moléculaire. Plusieurs essais thérapeutiques ont été
menés utilisant notamment des inhibiteurs de EGFR, des inhibiteurs de 1’angiogenése, du
cycle cellulaire, de COX-2, de la lipoxygenase, des analogues des prostacyclines, des
inhibiteurs de ras, des rétinoides ou encore des agents déméthylants. De fagcon intéressante,
certains de ces essais incluent une évaluation de I’efficacité du traitement chimiopréventif par
I’analyse intermédiaire des variations d’expression d’un biomarqueur. Ainsi différentes études
basées sur I’utilisation de Folate et de B12 (Heimburger et al 1988), d’Etretinate (Arnold et al
1992), d’Isotrétinoine (Lee et al 1994) ou encore de fenrétinide couplée a une évaluation de
I’expression de la sous unité hTERT (Soria et al 2001) ont ét¢ menées. L’intérét d’un tel
biomarqueur est d’étre le reflet de la réversibilité d’un état prénéoplasique sous 1’effet de la
chimioprévention et I’expression de ce marqueur se doit donc d’étre étroitement corrélée au
processus de progression tumorale. Plusieurs études ont proposé I'utilisation de Ki 67, de
MCM?2, de p53, de EGFR ou encore de HER2 comme biomarqueurs d’indication et de

controle d’effet («ends point marker ») dont I’expression pourrait étre évaluée en
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immunohistochimie a partir de biopsies bronchiques. Néanmoins [’utilisation de ces
marqueurs doit étre précédée de leur validation dans des études clinico-pathologiques
rétrospectives classiques et prospectives avant qu’ils ne soient utilisés en routine dans des

essais thérapeutiques, afin de confirmer leur valeur prédictive.

Qu’en est-il pour les autres lésions prénéoplasiques pulmonaires et notamment des

précurseurs des adénocarcinomes

Tout comme pour les lésions prénéoplasiques bronchiques le concept de carcinogenese
multi étapes proposé par Miller et al en 1988 est également validé pour les lésions précurseurs
des adénocarcinomes pulmonaires. Actuellement la classification de I’OMS reconnait comme
précurseurs des adénocarcinomes pulmonaires les hyperplasies alvéolaires atypiques ou AAH.
En 1995, I’équipe de Noguchi propose un systéme de classification pour les petits
adénocarcinomes de moins de 2 cm incluant les carcinomes bronchioloalvéolaires ou « well
differentiated localized bronchioloalveolar carcinoma (LBAC) » se divisant en type A ou les
cellules atypiques colonisent les parois alvéolaires sans destruction de I’architecture sous
jacente, le type B comportant un collapsus alvéolaire et le type C caractérisé par une
prolifération fibroblastique et un foyer de microinvasion. La survie a 5 ans des
adénocarcinomes de type A et B est de 100% tandis que celle des types C, les plus fréquents
est de 75% environ. Biologiquement les types A et B sont tres proches des hyperplasies
alvéolaires atypiques. Ainsi la fréquence des LOH sur le locus de p53 ne dépasse pas 6% alors
que les pertes sur le locus de p1l6 en 9p peuvent atteindre 33% et les délétions en 3p 25%
(Yamasaki et al 2000). On observe une augmentation croissante de la fréquence de ces
anomalies moléculaires des AAH aux BAC de type A, B et C qui présentent des délétions en
3p, 17, 18q et 22q (Aoyagi et al 2001), et de la zone Iépidique pure a la zone centrale invasive
microdisséquée dans la méme tumeur de type C. D’aprés Kitaguchi et al, 18% des AAH
présentent des LOH en 3p, 13% en 9p et 6% en 17p (Kitaguchi et al 1998). Les mutations de
K -ras affectant le codon 12 s’observent dans des proportions comparables a celles des
adénocarcinomes (15 a 39 contre 41%) et dans les AAH de bas grade comme les AAH de
haut grade. A I’inverse les LOH en 3p, 9p et 17p semblent restreintes aux AAH de haut grade.
Plus récemment, Nakamura et al ont défini le phénotype des fibroblastes composant le stroma
des petits adénocarcinomes, hyperexprimant MLH1 et sous exprimant Cox1, FGFR4, p120 et
Smad3 (Nakamura et al 2004).
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Tout comme les Iésions prénéoplasiques bronchiques, les AAH sont des Iésions
multifocales et la présence d’une AAH indique fortement 1’existence d’autres Iésions
identiques. Néanmoins ni leur présence ni leur multiplicité n’affectent défavorablement le
pronostic, et certains auteurs observent méme que la présence d’AAH au voisinage d’un
adénocarcinome pulmonaire est un indicateur de bon pronostic (Takigawa et al 1999). Il
existe une corrélation de 85% entre la présence d’une AAH ou d’un BAC non invasif et la
détection d’une opacité en verre dépoli (Travis et al 2005). En tout état de cause la présence
d’AAH sur un scanner thoracique ou une biopsie ne doit pas se traduire par une sanction
chirurgicale a type de lobectomie, mais sa détection chez un patient a risque doit étre suivie de

I’arrét du tabac et d’une surveillance plus étroite du patient.

Prise en charge des patients présentant des lésions prénéoplasiques bronchiques

Si la surveillance par fibroscopie LIFE des lésions prénéoplasiques bronchiques doit
permettre de réduire la mortalité par cancer du poumon, se pose la question de leur évolutivité
alors que ces lésions, prélevées pour la plupart en totalité pour ’analyse histologique, ont été
soustraites a toute surveillance et donc a la possibilité de déterminer avec certitude leur
potentiel d’évolutivité. Se pose également le probleme du traitement des CIS réséqués de
facon incompléte lors de la biopsie ou persistant aprés traitement local : doit-on étre agressif
et procéder a leur résection, alors que 1’on ne connait pas exactement leur évolutivité ? Et ce
d’autant que les patients porteurs de CIS sont des patients a risque pour la survenue d’autres
Iésions dysplasiques et donc amenés a subir d’autres résections de cancer invasif. D’apres
I'étude de Moro et al (2004), 17% des CIS et les carcinomes microinvasifs évoluent vers un
cancer averé a 1 an, et 63% a 3 ans. Par ailleurs cette étude met en exergue les problemes liés
a ’interprétation anatomopathologique et notamment la difficulté d’affirmer une rupture de la
membrane basale et un processus de microinvasion. L’idéal serait d’effectuer de larges
biopsies et de pouvoir les répéter. Il est fort possible qu’un certain nombre de biopsies
montrant des 1ésions de CIS aient en fait été réalisées a proximité (200 a 500 microns) d’un
authentique carcinome invasif ou microinvasif ce qui expliquerait leur évolution
anormalement péjorative. Par ailleurs ces auteurs ne retrouvent pas d’impact sur 1’évolution

des Iésions de la réalisation de biopsies itératives antérieures, qui peuvent avoir emporté toute
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la 1ésion ou avoir favorisé¢ I’évolution vers une lésion invasive par 1’inflammation qu’elles

auraient généré, (Bota et al 2001).

Enfin si on admet que les CIS sont définitivement des lésions préinvasives a haut
risque d’évolutivité, il y a t- il avantage a les diagnostiquer et a les traiter précocement,
sachant que d’aprés les études du NCI basées sur un screening des patients a partir
d’expectorations bronchiques, la détection précoce de cancers pulmonaires n’a pas €té suivie
d’une réduction nette de la mortalit¢ par cancer ? La réponse passe probablement par la
nécessité d’identifier avec plus de certitude des biomarqueurs de la progression tumorale.
Cette identification doit impliquer les anatomopathologistes qui doivent non seulement se
conformer aux critéres érigés par la classification de I’OMS pour identifier et classer
histologiquement les Iésions prénéoplasiques, mais aussi devront probablement dans le futur
procéder a leur analyse au niveau moléculaire. L’approche recommandée est celle de
I’immunohistochimie par 1’identification in situ d’expression ou de perte d’expression de
protéines impliquées dans la carcinogenese. Une autre approche potentielle in situ est
I’analyse des amplifications géniques par FISH (ex: EGF-R) et des anomalies
multinumériques par multi-FISH. Elle nécessitera peut étre parallelement des techniques de
microdissection afin d’isoler les clones cellulaires dysplasiques des cellules épithéliales ou
stromales normales adjacentes et de les étudier au niveau génomique ou protéomique. Ces
approches in situ ont par comparaison avec les études biomoléculaires globales, I’avantage de

ne soustraire aucune lésion a 1’évaluation diagnostique histopathologique concomitante.
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