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INTRODUCTION

L'endométriose est une maladie fréquente qui touche 8 a 10% des femmes en age de
procréer *. Elle est responsable de douleurs pelviennes chroniques et d’infertilité et représente a ce
titre un handicap durable dans la vie des malades avec des conséquences majeures sur leur vie
sociale, professionnelle et sur leur vie de couple, sans compter une atteinte a leur vie de femme. Elle
représente un probléme de santé publique tant par sa forte incidence que par le colt considérable
qu’elle engendre pour la société, estimé a plus de 2800 $ par individu et par an aux USA % Il n’existe &
ce jour aucun traitement curatif de la maladie hormis I'exérése chirurgicale des lésions. Dans le cas
de 'endométriose profonde, et en particulier en cas d’atteinte rectale, la chirurgie est souvent
extensive et associée a une morbidité significative. Les traitements médicaux utilisés jusqu’a présent
reposent sur une hormonothérapie visant a bloquer la fonction ovarienne dont I'effet n’est que
suspensif et transitoire. La connaissance des mécanismes a l'origine de la maladie endométriosique
progresse et des études expérimentales ont ouvert d’autres perspectives thérapeutiques comme les
anti-aromatases’ et les anti-oxydants *. Ces voies de recherche sont encourageantes, mais il persiste
des zones d’ombre physiopathologiques empéchant d’appréhender completement les complexités
biologiques et cliniques de cette maladie. En effet, méme s’il existe vraissemblablement des
mécanismes métaboliques communs entre les différents types d’endométriose, I'endométriose
profonde constitue une forme anatomo-clinique a part. Il existe a ce jour tres peu de travaux portant
spécifiguement sur les caractéristiques cellulaires de I'endométriose profonde. Une meilleure
compréhension des mécanismes a l'origine de linitiation et du développement de la maladie
permettrait de proposer un traitement ciblé dont le but serait de contrbler la symptomatologie
douloureuse ou de proposer une « réduction tumorale » a I'image des traitements néo-adjuvants
dans le cancer afin de permettre une chirurgie moins morbide. L'objet de ce travail est d’étudier le
phénotype des cellules endométriosiques profondes, en particulier leur caractere hyperprolifératif,

d’en explorer les mécanismes et de les exploiter afin de tester de nouvelles voies thérapeutiques.
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L’endométriose

LUEndomeétriose

Description générale de I'endométriose

Définitions

L'endométriose se définit comme la présence ectopique de tissu endométrial fonctionnel en
dehors de la cavité utérine, situé a distance de I'endomeétre, et sans connexion avec lui. Chez les
malades endométriosiques, I’'endomeétre situé en position normale est appelé endomeétre eutopique
et les lésions d’endométriose sont désignées sous le nom d’endomeétre ectopique. L'endomeétre
ectopique reste sensible aux variations hormonales du cycle menstruel, comme I'endométre
eutopique. Ainsi, la chute brutale des taux plasmatiques d’cestrogénes et de progestérone a la fin de
la phase lutéale provoque une desquamation des cellules épithéliales et la survenue d’un saignement
aussi bien dans I'endomeétre eutopique que dans I'endometre ectopique. Ce saignement qui se
reproduit a chaque période menstruelle aboutit a une inflammation chronique dont la traduction
clinigue est la survenue de douleurs pelviennes cycliques a recrudescence per-menstruelle.
L'endométriose est considérée comme une maladie bénigne, chronique, inflammatoire et
cestrogéno-dépendante °. Elle est caractérisée par une grande hétérogénéité clinique et anatomique
permettant de distinguer 'endométriose superficielle, I'endométriose ovarienne et 'endométriose
profonde. L'endométriose superficielle réalise des implants péritonéaux superficiels blanchatres ou
bleutés préférentiellement localisés dans le pelvis. L'endométriose ovarienne réalise des kystes
ovariens endométriosiques ou endométriomes dont le contenu hématique est caractérisé par sa
couleur « chocolat ». L’endométriose profonde infiltre la musculeuse des organes pelviens ° a partir
d’une lésion initiale située en position rétro-cervicale, au-dessus de la cloison recto-vaginale, en
regard du torus utérin ’. Elle atteint par ordre de fréquence décroissante les ligaments utéro-sacrés,
le cul-de-sac vaginal postérieur et la face antérieure du rectum ® (Figure 1). En cas de développement
latéral du nodule dans le parameétre, on peut observer une atteinte urétérale extrinseque voire
intrinseque avec une infiltration de la musculeuse, responsable d’une urétéro-hydronéphrose.
L’endométriose vésicale provient de l'infiltration en profondeur d’un nodule endométriosique du cul-
de-sac inter-vésico-utérin. L'endométriose profonde est une maladie multifocale touchant plusieurs
organes a la fois et dans laquelle les différentes formes d’endométriose (superficielle, ovarienne et

profonde) peuvent coexister .
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Cul-de-sac vaginal
postérieur

Rectum

Ligaments utéro-sacrés

Figure 1. Coupe sagittale d’'un bassin féminin. Nodule
d’endométriose profonde situé en regard du torus utérin,
au-dessus de la cloison recto-vaginale.

Histologie

Le diagnostic d’endométriose est histologique et repose sur I’association de glandes et/ou
d’un épithélium de type endométrial au sein d’'un stroma appelé chorion cytogéne. Les deux
populations cellulaires principales, épithéliales et stromales, sont associées dans des proportions
variables a de nombreuses cellules du systtme immunitaire et inflammatoire ainsi qu’a de la

1213 Dans certains cas, une des deux populations cellulaires principales fait défaut. Ainsi, les

fibrose
|ésions endométriosiques ont la particularité d’étre tres hétérogénes. Un marquage par I'anticorps

anti-CD10, caractéristique des cellules stromales endométriosiques, peut aider au diagnostic des

formes atypiques ** (Figure 2).

Figure 2. Marquage anti-CD10 des cellules stromales
endométriosiques.

Coloration brune (fleches blanches) du cytoplasme des cellules
stromales constituant le chorion cytogene entourant les glandes
endométriales (fleches vertes). Photo prétée par S. ARKWRIGHT,
Anatomie pathologique, Cochin.

L'hétérogénéité histologique des lésions d’endométriose existe d’un individu a I'autre mais
également chez un méme individu selon la localisation des Iésions. Pour exemple, les Iésions
d’endométriose profonde se développent majoritairement au niveau de sites pauvres en graisse et

12-13

riches en fibres musculaires lisses . Elles associent de maniere variable des Iésions endométriales

spécifiques, de la fibrose et des lésions d’hypertrophie musculaire lisse appelées « nodules
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adénomyomateux» ** (Figure 3). Il par ailleurs récemment été décrit une augmentation de la densité

des fibres nerveuses dans ces lésions pouvant expliquer la symptomatologie douloureuse *.

Figure 3. Lésion d’endométriose rectale en microscopie
optique.

Des glandes endométriales (tétes de fleches rouges) sont
entourées de chorion cytogéne (fleche verte) et de fibrose
(fleches noires) au sein de la musculeuse rectale (téte de fleche
jaune). Photo prétée par S. ARKWRIGHT, Anatomie pathologique,
Cochin.

Epidémiologie

L’'endométriose est une maladie fréquente et universellement répandue. Sa prévalence est
difficile a évaluer de fagon précise en raison d’un diagnostic histologique qui ne peut étre établi
qu’au décours d’'une ccelioscopie. On estime néanmoins que, tous types confondus, elle concerne 8 a
10% des femmes en age de procréer . Sa prévalence est de 0,5 a 5% dans la population des femmes
fertiles et de 25 a 40% dans la population des femmes infertiles '°. Sa fréquence serait plus

17718 Jinsi

importante chez les femmes asiatiques que chez les femmes afro-américaines et africaines
que dans les catégories socioprofessionnelles élevées **?°, probablement en raison d’une différence
d’acces aux soins. L’endométriose profonde représenterait 20% des endométrioses *'. Son co(it pour
la société est estimé a plus de 2800 $ par individu et par an aux USA, pour 'année 2002 *.

Peu de facteurs de risques indépendants ont été identifiés. Certaines caractéristiques du
cycle menstruel ou de la vie génitale conduisant a une hypercestrogénie (ménarche précoce et/ou
ménopause tardive, nulliparité ou premiere grossesse tardive, cycles menstruels courts,
hyperménorrhée, ménorragies) pourraient cependant favoriser le développement des Iésions

19202225 'y indice de masse corporel élevé semble au contraire protéger de la maladie *.

ectopiques
Le role du tabac est controversé, certaines études montrant une diminution de l'incidence de la

maladie chez les femmes exposées alors que d’autres au contraire ne montrent aucune influence .
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Cas particulier de I’endométriose digestive

Topographie des atteintes digestives
L’'endométriose digestive est définie par une infiltration endométriosique de la musculeuse
pariétale. Sa prévalence augmente avec la sévérité de I'atteinte pelvienne pouvant alors atteindre

50% dans les stades IV de ’American Fertility Society (AFS) *7%%,

La proximité de |'appareil génital
met au premier plan les atteintes recto-sigmoidiennes et iléo-coliques droites. Les localisations
rectales et de la jonction recto-sigmoidienne sont les plus fréquentes (65,7%), suivies des
localisations sigmoidiennes (17,4%), iléales (4,7%), iléo-caecale (4,1%) et appendiculaires (6,4%)%.
Dans la majorité des cas, I'endométriose digestive s’intégre dans le cadre d’'une maladie
endométriosique profonde, sévere et multifocale. Ceci explique que parmi les atteintes digestives,
I'atteinte rectale soit la plus fréquente puisqu’elle provient du développement postérieur d’un
nodule endométriosique profond ’. Elle est observée dans 13% des endométrioses profondes et
représente le stade le plus évolué de la maladie %. Elle est associée a d’autres localisations profondes
dans 70% des cas *° et & une atteinte annexielle dans 80% des cas °. Les atteintes sigmoidiennes et
iléo-coliques droites sont le plus souvent associées a une localisation rectale. Un travail récent réalisé
dans le service en collaboration avec I'équipe de chirurgie gynécologique du Professeur Chapron a
montré qu’une atteinte de la région iléo-colique droite était observée dans 18% des endométrioses
profondes avec atteinte rectale. Ces atteintes semblent étre un indice de sévérité de la maladie. En
effet, une localisation iléo-colique droite s’observe le plus souvent dans le contexte d’'une maladie
évoluant depuis plus de 5 ans et est associée a des lésions endométriosiques profondes multiples et
des atteintes digestives multifocales avec en particulier une localisation sigmoidienne en plus de la
localisation rectale dans 40% des cas (communication orale au congrés mondial de I'endométriose
de septembre 2011 ).
Symptomes

L'endométriose rectale peut étre responsable de douleurs pelviennes chroniques et

d’infertilité * 332

. Les douleurs associent de maniéere variable des symptémes gynécologiques
souvent au premier plan (dysménorrhée, dyspareunie profonde, douleurs pelviennes chroniques
non cycliques), des symptémes digestifs (constipation douloureuse, dyschésie, rectorragies plus
rarement) et des symptémes fonctionnels urinaires a recrudescence péri-menstruelle. La sémiologie
de la douleur est liée a la localisation anatomique des Iésions * et son intensité est corrélée a leur

2934 ’atteinte iléo-colique droite se manifeste par des douleurs mimant un tableau

profondeur
appendiculaire ou un syndrome de Koenig témoignant d’une sténose digestive relative. Dans notre

expérience, comme dans la littérature, les accidents occlusifs sont exceptionnels *. La

10
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symptomatologie digestive reste cependant trés peu spécifique ce qui explique un retard diagnostic

%37 ’existence d’une endométriose pelvienne profonde symptomatique doit

fréquent
systématiquement faire rechercher une atteinte digestive ou urologique associée, ce d’autant qu’il y
a une atteinte annexielle associée *. En cas d’atteinte sigmoidienne ou iléo-colique droite I'examen
clinique est pauvre. En revanche lorsque le rectum est atteint, il s’agit le plus souvent d’une lésion
sous-péritonéale accessible a I'examen clinique. Le toucher rectal met en évidence une masse
enchéassée dans la paroi rectale antérieure et respectant la muqueuse. Le réveil des douleurs lors de
la palpation appuyée de la Iésion est un argument en faveur du diagnostic. L’examen sous anesthésie

é ¥ et doit associer un toucher vaginal, un toucher rectal et un

générale est de meilleure sensibilit
toucher combiné.

En ce qui concerne l'infertilité, il est classiquement admis que 25 a 50% des femmes infertiles
ont une endométriose et que 25 a 50% des malades endométriosiques sont infertiles **. Uinfertilité
serait secondaire a (i) une altération de la réserve ovarienne en follicules, (ii) 'atteinte de
I'’endometre eutopique responsable d’un défaut d’implantation et (iii) I'inflammation pelvienne

interférant avec la fécondation naturelle *. Il n’existe aucun parallélisme anatomo-clinique entre

I’étendue de la maladie, I'intensité des symptémes et I'infertilité.

Physiopathologie

Les théories

Plusieurs théories tentent d’expliquer la survenue de I'endométriose. Cependant, aucune
n’explique a elle seule I'ensemble des formes cliniques ni ne permet de rendre complétement
compte de I'hétérogénéité phénotypique et histologique de la maladie.

La théorie de I'implantation décrite par John A. Sampson dans les années 1920 repose sur le reflux
menstruel qui survient de fagon physiologique chez 80 a 90% des femmes. Les cellules endométriales
qui refluent dans la cavité péritonéale au travers des trompes lors des regles, ne sont pas éliminées
par le systéeme immunitaire, proliferent, et acquiérent des propriétés d’adhésion, d’'implantation et
d’invasion *. Cette théorie, explique la répartition anatomique asymétrique des lésions
d’endométriose. Celle-ci est en effet calquée sur la topographie des régurgitations menstruelles,
influencée par la pesanteur et I'anatomie pelvienne. Les lésions pelviennes ont une prédominance
antérieure et gauche *. Au niveau abdominal, les zones de stagnation du liquide péritonéal
déterminent également une asymétrie des lésions endométriosiques qui, a I'inverse, prédominent a

44-45

droite A cette époque, Sampson évoquait déja la possibilité d'un phénomeéne de

« mullérianose » correspondant a l'incorporation de résidus endométriaux par différents tissus au

11
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cours de I'organogénése *°. Cette théorie a plus récemment été étayée par une étude qui rapporte la
présence d’implants endométriaux sur des autopsies de foetus au niveau de sites habituellement
concernés par 'endométriose *’. La théorie de la métaplasie selon laquelle un tissu peut se
transformer en un autre a partir d’une origine embryologique commune pourrait expliquer les rares
cas de localisations « atypiques » d’endométriose (lésions endométriosiques de la prostate ou de la
paroi abdominale antérieure chez des hommes sous hormonothérapie au long cours pour cancer de
la prostate, lésions endométriosiques chez des femmes ayant une absence d’endometre
fonctionnel...). La théorie de I'induction ou un tissu est transformé en un autre sous l'influence d’un
tissu adjacent ne repose pour l'instant que sur I'expérimentation animale. Les I|ésions
endométriosiques pourraient étre secondaires a la diffusion d’une substance capable de stimuler ou
d’induire une différenciation de type épithélial au niveau du tissu d’implantation (épithélium

49 Les tentatives d’induction chez les rates de lésions endométriosiques par injection

ccelomique)
de liquide péritonéal issu de femmes atteints d’endométriose ont jusqu’alors échoué *°. A ce jour,
aucune étude n’a donc pu confirmer cette théorie dans I'espéce humaine. La théorie des emboles
vasculaires et/ou lymphatiques est évoquée pour expliquer les localisations ganglionnaires de la
maladie®® ainsi que les localisations a distance du pelvis (cutanées, pulmonaires, cérébrales...). La
théorie des cellules souches endométriales reposant sur I'existence de cellules souches circulantes
originaires de la moelle osseuse ayant la propriété de se différencier en tissu endométriosique a des
sites variables a été suggérée plus récemment 2. Des expériences de greffe de moelle osseuse

contenant des cellules progénitrices endométriales chez la souris sembleraient accréditer cette

hypothése >>.

Les bases fondamentales

Un reflux menstruel physiologique s’observe chez 80 a 90% des femmes. Hors, une
endométriose ne se développe que chez 8 a 10% d’entre elles. Si la régurgitation des cellules
endométriales au travers des trompes dans la cavité péritonéale est le point de départ de la maladie,
son développement implique d’autres mécanismes. Des modifications de I'endométre eutopique
doivent rendre capable les cellules endométriales de s’implanter et de proliférer dans la cavité
péritonéale. Elle-méme doit constituer un environnement favorable au développement des lésions.
Les phénomeénes visant a promouvoir le développement de I'endométriose sont dépendants de

facteurs génétiques, épigénétiques, environnementaux, immunologiques et inflammatoires ™.

= De I’endométre eutopique a I’'endomeétre ectopique
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I a été montré que lI'endomeétre eutopique des femmes endométriosiques differe de
I'endometre des femmes non endométriosiques méme si cela est histologiquement indiscernable,
tout du moins en microscopie optique en coloration standard. Il est le siege d’anomalies moléculaires
favorisant le détachement de fragments d’endometre, leur survie en dehors de I'utérus et leur
prolifération «prédisposant» au risque d’endométriose. Les altérations moléculaires décrites dans
I’endometre eutopique existent également dans les Iésions ectopiques mais de maniére amplifiée.
Cela laisse supposer un continuum entre I'endomeétre eutopique et 'endometre ectopique dont les
anomalies moléculaires, sous I'effet d’un environnement différent (cavité péritonéale), seraient

majorées et destinées a favoriser la survie de I’'endométre ectopique >>*.

= Adhésion

L'adhérence des cellules endométriosiques est favorisée par une surexpression d’enzymes
protéolytiques et de facteurs d’adhésion qui permettent I'ancrage des cellules endométriales a la
surface du péritoine. En situation physiologique, deux métalloprotéases matricielles (MMP-7 et
MMP-11) exprimées dans I'endomeétre au cours des regles interviennent dans la destruction de la
matrice extra-cellulaire lors de la desquamation de I'épithélium glandulaire. En phase lutéale,
I’expression de ces métalloprotéases est réprimée. Chez les patientes endométriosiques, MMP-7 et
MMP-11 sont exprimées de fagon continue, a la fois dans I'endomeétre eutopique et dans

> La destruction locale de la matrice extra-cellulaire du mésothélium

I'endometre ectopique
péritonéal crée des zones d’adhérence favorables a I'implantation des cellules endométriosiques >*
> Ces derniéres expriment par ailleurs des protéines d’adhésion telles que des intégrines, la

laminine, la E-cadhérine et la fibronectine **°".

= Facteurs pro-angiogéniques
In vitro, 'endomeétre ectopique sécrete de facon anormalement élevée de nombreux

facteurs de croissance (EGF, FGF, IGF, PDGF, VEGF) et des cytokines (IL-1, IL-6, IL-8) participant a la

survie des implants en leur assurant une vascularisation spécifique®®.

= Prolifération

Il a été montré une prolifération accrue des cellules endométriosiques par le biais d’'une
activation des voies de signalisation Wnt et Ras, d’une répression de genes pro-apoptotiques (issus
de la famille Bax) et une surexpression de génes anti-apoptotiques (issus de la famille Bcl2) * mais

également par le biais du stress oxydant *.

= |nflammation
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L'inflammation chronique est une des principales caractéristiques du tissu endométriosique.
Elle est associée a une surproduction de prostaglandines, de métalloprotéases matricielles et de

16589 | 3 production de cytokines pro-inflammatoires (IL1B, IL6 et TNFa) favorise I’adhésion

cytokines
des fragments d’endometre au péritoine et la libération d’enzymes protéolytiques en permettent
I'implantation. MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1), IL8 et RANTES (Regulated Upon
Activation Normal T-cell Expressed and Secreted) recrutent des polynucléaires, des cellules NK et des

071 Des boucles

macrophages dont la quantité est caractéristique des lésions d’endométriose
d’autorégulation positive permettraient la persistance et I'accumulation des cellules immunitaires,
des cytokines et des chimiokines au sein des lésions 2.

L'inflammation est également liée a une surproduction de prostaglandines PGE2 et PGF2a
dans I'endomeétre eutopique et dans I'endometre ectopique. Elles pourraient contribuer aux
dysménorrhées et aux douleurs pelviennes, non seulement par I'entretien de la réaction
inflammatoire mais également par le biais du déclenchement de contractions utérines ”.

L'ensemble de ces anomalies auto-entretenues résultent en partie d’'une dérégulation
hormonale au sein des lésions endométriosiques.

Les cellules et les molécules intervenant dans la réaction inflammatoire s’observent en

concentration élevée dans le liquide péritonéal des patientes endométriosiques. Leur taux est corrélé

a la sévérité de la maladie. Pour certains il serait un promoteur actif de la croissance des lésions ™.

= Hyperoestrogénie

La croissance, le développement et la survie des implants endométriosique est favorisée par
une production accrue d’cestrogénes (Figure 4). Chez les femmes endométriosiques, I'cestradiol est
produit dans l'ovaire, la peau et le tissu adipeux mais également dans I'endometre ectopique. Dans
I'ovaire, sous l'influence de la FSH et de la LH, le cholestérol est convertit en androstenedione puis en
cestrone par l'aromatase, lui-méme transformé en cestradiol. Dans la peau et le tissu adipeux,
I'aromatase permet également la conversion de I'androsténedione en cestradiol. Alors qu’elle est
normalement absente dans I'endométre, I'aromatase est exprimée dans I'endometre ectopique.
Celle-ci stimule la synthese de prostaglandines en particulier la PGE2 qui elle-méme stimule la
production d’aromatase. Il existe donc une boucle d’auto-activation stimulant la prolifération des
implants et qui explique la relative inefficacité des traitements hormonaux visant a inhiber la

synthése d’cestrogenes °.

= Résistance a la progestérone
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Dans le tissu endométriosique et plus précisément au niveau des cellules stromales, il existe
une sousexpression de l'isoforme B du récepteur a la progestérone. Dans I'endometre normal, la
progestérone induit I'expression de la 17 B2 hydroxy-deshydrogénase qui métabolise I'cestradiol en
cestrone. Dans I'endomeétre eutopique des patientes endométriosiques et de facon encore plus
démonstrative dans I'endometre ectopique, la résistance des cellules endométriosiques a la

progestérone empéche la synthese de la 17 B2 hydroxy-deshydrogénase et aboutit a I'accumulation

d’cestrogénes favorisant la persistance, la croissance et la prolifération des lésions ”.

The NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE

“ REVIEW ARTICLE ”

MECHANISMS OF DISEASE

Endometriosis

Serdar E. Bulun, M.D
M Engl ] Med 2009;360:268-79.
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Figure 4: Mécanismes de I'hypercestrogénie dans I’endométriose. La production
d’oestrogénes s’observe dans |'ovaire, de la peau et du tissu adipeux mais également au sein de
la lésion endométriosique elle-méme qui exprime I'aromatase.

= Altération de la réponse immunitaire

La survie des cellules endométriales dans la cavité péritonéale est liée a une incapacité du

L7877 || en résulte une

systeme immunitaire a éliminer les implants a la surface du péritoine
inflammation chronique locale responsable d’une production accrue de cytokines, de facteurs de

croissance et de facteurs pro-angiogéniques favorisants eux-mémes le développement de
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' Certains de ces facteurs engendrent une

I’endométriose selon une autorégulation positive
altération de 'immunité cellulaire et de I'immunité humorale 2. Il a été observé une augmentation
du nombre de macrophages activés, de lymphocytes T et de cellules NK dans le liquide péritonéal

78-79

associée a une diminution paradoxale de I'activité des cellules NK et de la phagocytose par les

7280 | a diminution de capacité de phagocytose serait liée 3 la présence dune protéine

macrophages
proche de I'haptoglobine, la protéine Endo 1, dans les cellules épithéliales endométriosiques,
capable de se lier aux macrophages activant la production d’1l6 et inhibant la phagocytose .

Les macrophages jouent en outre un role central dans le développement des |ésions par la

828 ot de diverses cytokines ®.

production de facteurs pro-angiogéniques (FGF, angiogénine, VEGF)
L’IL6 et I'IL10 diminuent le nombre de lymphocytes T CD4 Th1 dans le péritoine %, le TGFB inhibe les
cellules NK "®7° 88 |8 et le TNFa stimulent la croissance du tissu endométriosique et I'lL6 et le
TNFa augmentent I’hypercestrogénie ®. Les Iésions produisent elles-mémes des cytokines chimio-
attractantes pour les macrophages (IL1, MCP1, RANTES) %2,

La présence d’auto-anticorps et d’anticorps anti-endometre dans le liquide péritonéal a

suggéré une origine auto-immune a I'endométriose avec des mécanismes moléculaires

compatibles®.

Facteurs de prédisposition

L’'endométriose est considérée comme une maladie génétique complexe dont I'expression
résulte de I'effet combiné de facteurs génétiques et environnementaux. Elle est probablement sous
la dépendance de plusieurs génes répondant a une hérédité multifactorielle contrairement a

certaines pathologies monogéniques ou un seul gene muté est responsable de la maladie.

Facteurs génétiques

Une prédisposition familiale a 'endométriose est suspectée depuis de nombreuses années.
Des études de familles ont confirmé que la prévalence de I'endométriose était plus élevée chez les
apparentées au ler degré de femmes atteintes > et des preuves encore plus solides ont été
apportées par I'étude de jumelles homozygotes endométriosiques permettant de chiffrer la part des
facteurs génétiques dans la survenue de la maladie 3 51% *. Ces données ont cependant récemment
été mises en doute *® en raison des biais et des facteurs confondants pouvant fausser I'interprétation
des résultats des études familiales (un membre d’une famille souffrant d’une maladie incite les
autres membres a consulter, les facteurs de risque de la maladie peuvent eux-mémes avoir un

caractére familial...). L’identification de génes de prédisposition dans I'endométriose qui est
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considérée comme une maladie multigénique est difficile. La contribution de chaque géne est faible,
de nombreux genes peuvent étre impliqués et le risque de développer la maladie est souvent modifié
par 'environnement ¥’. Les études d’association reposant sur la sélection de génes candidats choisis
sur la base de connaissances physiopathologiques et les études de liaison reposant sur le principe de
la liaison génétique qui désigne le fait que deux alleles de deux genes différents sont transmis
ensemble d’un individu a sa descendance n’ont pas permis d’identifier de génes de prédisposition *.
Récemment, deux équipes ont rapportés les résultats d’'une analyse globale du transcriptome
comparant 'endometre eutopique & 'endomeétre ectopique avec une concordance de 81% ° *°.
Borghese et al. montrent que plus de 5000 genes sont induits ou réprimés dans I'endomeétre
ectopique comparativement a I'endométre eutopique *°. Les génes induits sont impliqués dans
I"'adhésion cellulaire et la matrice extracellulaire tandis que les génes réprimés sont impliqués dans le
cycle cellulaire. lls montrent également une altération de la régulation des génes Hox impliqués dans
la différenciation cellulaire. La méme équipe a montré plus récemment une association entre un
polymorphisme du géne DNMT3 impliqué dans des phénomenes de méthylation présence et
I’endométriose ovarienne'®.

Des études d’association du génome (Genome-Wide Association Studies) ont récemment mis

en évidence des polymorphismes nucléotidiques associés a 'endométriose 0%,

Facteurs environnementaux

Des perturbateurs endocriniens, comme le Bisphénol-A (BPA) et les phtalates, qui sont des
agents chimiques ayant la propriété de mimer les effets des hormones naturelles en interférant avec
les voies effectrices de ces hormones ont été associés au développement de I'endométriose. De
méme la dioxine'® , regroupant une famille de polluants rejetés par I'activité industrielle a été
incriminée.

L'influence de I'alimentation dans la survenue de maladies cestrogéno-dépendantes dont
I'endométriose fait partie, a été particulierement étudiée ces vingt derniéres années. La
consommation de végétaux et de fruits frais a été associée a une réduction significative du risque de
développer une endométriose alors que la consommation de charcuterie et de viandes rouges
semble au contraire étre un facteur de risque '®. Le mécanisme évoqué serait qu’un régime riche en
graisses pourrait augmenter le taux d’cestrogénes circulants et ainsi favoriser les maladies

oestrogéno-dépendantes .
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Facteurs épigénétiques

L'action des facteurs environnementaux pourrait étre médiée par une modulation
épigénétique de I'expression de certains génes notamment par une le biais d’'une modification du
profil de méthylation des promoteurs de ces génes **’. Ce mécanisme a été observé dans I’expression
d’un géne impliqué dans la stéroidogénése, le SF-1 (steroidogenic Factor-1), dont le promoteur est
déméthylé dans les lésions endométriosiques ce qui aboutit a une hyperproduction locale

d’cestrogenes .
Endométriose et cancer

Bien que I'endométriose soit considérée comme une maladie bénigne, il tend a se dégager
des similitudes entre le comportement des cellules endométriosiques et des cellules cancéreuses. Les
cellules endométriosiques présentent en effet la capacité de dissémination en s’implantant au niveau
de sites ectopiques variés (ganglionnaires et a distance du pelvis), d’invasion en infiltrant I'espace
sous-péritonéal et la paroi des organes, de prolifération et de néoangiogénese .

Cependant, l'issue de la maladie n’est pas fatale et c’est pour cette raison que I'endométriose peut
étre considérée comme une « maladie métastatique bénigne ».

L’'endométriose ne semble pas étre associée a un risque accru de cancer en général mais est
associée a un risque accru de cancer ovarien a cellules claires ou de type endométrioide avec un

109-110

risque relatif variant entre 1,3 et 2 . Dans environ 60% des cancers ovariens survenant dans un

contexte d’endométriose, le tissu tumoral est adjacent au tissu endométriosique ou nait de celui-ci,

suggérant la possibilité d’une transformation maligne ****2,

Des anomalies génétiques et chromosomiques communes avec les cancers de I'endometre
ou les cancers ovariens ont été rapportées dans I'endométre eutopique et 'endométre ectopique
des malades endométriosiques tels que I’activation de proto-oncogénes (c-kit, c-ras), pertes de génes

supresseurs de tumeur (PTEN, p53), aneuploidie du chromosome 17, perte d’hétérozygoties pour

113

plusieurs loci des chromosomes 9, 11 et 22 . De méme, des modeéles murins d’endométriose ont

été créés en activant I'oncogéne k-Ras ou en inactivant le géne suppresseur de tumeur PTEN "%,

Lorsque les souris présentent les deux mutations, elles développent un cancer endométrioide

11
|

rapidement mortel ¢ et lorsqu’il existe une délétion de PTEN dans I'utérus, elles développent un

cancer endométrial invasif '’

. Cependant, a l'inverse de ce que I'on observe dans le cancer de
I'ovaire, une altération des clusters de genes HOX associée a une répression des génes du cycle
cellulaire a été décrite dans les endométriomes ovariens *°. Ceci suggére la présence de mécanismes

de contréle du potentiel oncogéne de la maladie ce qui va dans le sens d’études récentes, utilisant
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des approches d’analyse globale, en faveur de I'absence de risque de dégénérescence

carcinomateuse 2,

Stratégie thérapeutique

La prise en charge des malades porteuse d’endométriose est multidisciplinaire, idéalement

119

réalisée au sein de centres de référence “—. Elle doit tenir compte du désir de grossesse, de la

présence de facteurs d’infertilité associés, du caractere multifocal des Iésions et de I'hétérogénéité

de la maladie.
Traitement médical

Il est hormonal et repose sur le blocage de la fonction ovarienne. Il est proposé en dehors de
tout désir de grossesse et n’est que symptomatique. Plusieurs classes thérapeutiques telles que la

pilule cestro-progestative, les progestatifs et les analogues de la GnRh sont disponibles. Leur

12

efficacité étant similaire, le choix se fonde sur le coit et les effets secondaires *?°. Dans cette

12

optique, la contraception orale combinée est a proposer en premiére intention 2. L’efficacité

relative des traitements hormonaux est en partie liée a la résistance a la progestérone observée dans
les cellules endométriosiques qui diminue I'efficacité des progestatifs de synthése et a la production
d’aromatase qui induit une production locale autonome d’cestrogenes.

L'inefficacité de la progestérone sur la prolifération des cellules endométriosiques peut

Iy

s’expliquer par des modifications de I'expression de ses récepteurs a la surface des cellules

1

endométriosiques ~. Le récepteur a la progestérone possede deux isoformes, le récepteur a la

progestérone A (PR-A) ayant une activité inhibitrice et le récepteur a la progestérone B (PR-B) ayant
une activité stimulatrice *** . PR-B est sous-exprimé dans les |ésions endométriosiques ainsi que dans

I’endometre eutopique des patientes endométriosiques ‘> en raison d’une hyperméthylation de la

124

région promotrice de son géne . De plus, l'invalidation de PR-B provoque l'immortalisation des

125

cellules stromales endométriales . Un déséquilibre de la balance entre les isoformes A et B du

récepteur a la progestérone a également été montré dans le cancer. Une augmentation du ratio PR-

126
I

A/PR-B a été montrée dans le carcinome endométria et est associé a un mauvais pronosticm. De

méme, une augmentation du ratio PR-A/PR-B a été montrée dans le cancer du sein, en association

128
.C

avec une diminution de I'adhésion cellulaire et une augmentation de la prolifération cellulaire e

méme déséquilibre a été montré dans les cellules du sein normales portant la mutation BRCA1 .

Le Danazol est un traitement hormonal anti-gonadotrope connu pour avoir des propriétés

130

anti-prolifératives, anti-aromatase et immuno-modulatrice in vitro cependant ses propriétés

androgéniques peuvent le rendre difficilement tolérable par les patientes.
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Les inhibiteurs de I'aromatase (anastrozole, letrozole, exemastane) sont a la frontiere entre
le traitement hormonal et le traitement anti-tumoral. lls sont utilisés dans le traitement adjuvant des
cancers du sein hormonodépendants chez les femmes ménopausées. lls ont ouvert une nouvelle

131-132

voie thérapeutique dans I'endométriose depuis une dizaine d’années en raison de la

surexpression de I'aromatase dans les lésions d’endométriose et dans I'endométre eutopique des

> 13 responsable d’une production locale d’cestrogénes et de la

patientes endométriosiques
résistance aux progestatifs et aux agoniste de la GnRH. lls sont néanmoins utilisés avec parcimonie
en raison de leur effet sur la déplétion osseuse et de la nécessité de les associer a un traitement
bloquant la fonction ovarienne chez les femmes non ménopausées *** (c’est a dire la population des
femmes endométriosiques) imposant donc une ménopause chimique.

La surexpression de I'aromatase dans les cellules endométriosiques est en partie liée a une

stimulation de cytokines pro-inflammatoires comme I'lL6 et I'IL1 ***.

Traitement chirurgical

Actuellement, seule une chirurgie extensive comparable a une chirurgie carcinologique
« RO » reposant sur |'exérese de toutes les lésions d’endométriose en gardant pour objectif la

135-136

conservation de la fécondité, permet de contréler la symptomatologie douloureuse et de

2137 Dans le cas de I'endométriose profonde avec atteinte rectale, Il s’agit

prévenir les récidives
d’une chirurgie lourde nécessitant dans la majorité des cas la réalisation d’une iléostomie de
protection transitoire et associée a une morbidité propre.

L'exérése de la lésion rectale implique une proctectomie sub-totale ou totale selon le niveau
du poéle inférieur de la Iésion par rapport au sphincter anal. Cette exérése emporte en monobloc le
cul-de-sac vaginal postérieur et les ligaments-utéro-sacrés lorsqu’ils sont atteints. Une seconde
localisation sigmoidienne est réséquée avec la pieéce de proctectomie. Les localisations iléo-coliques
droites doivent étre attentivement recherchées en per-opératoire car I'imagerie fait défaut dans plus
de 50 % des cas (données personnelles non publiées). Elles peuvent étre traitées par
appendicectomie, résection cunéiforme du caecum, résection iléale ou résection iléo-caecale selon la
localisation. Les sutures digestive (colo-rectale) et vaginale sont décalées sur le plan anatomique et
protégées I'une de I'autre par 'interposition d’une épiplooplastie. Une iléostomie de protection est
systématique. Ces précautions permettent de faciliter la gestion d’une éventuelle fistule recto-
vaginale. Les uretéres sont suivis sur leur trajet distal afin de s’assurer de I'absence d’attraction ou
d’infiltration par le nodule endométriosique. Une atteinte urétérale extrinséque est traitée par une
urétérolyse de « décompression » protégée par une sonde double J. Une atteinte urétérale

intrinseque est traitée par une résection suivie d’une réimplantation urétéro-vésicale ou par une
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138. Le

néphrectomie en cas de destruction du rein secondaire a I'urétéro-hydronéphrose chronique
traitement des lésions annexielles est le plus conservateur possible. |l associe de facon variable,
kystectomie ovarienne, ovariectomie, salpingectomie et annexectomie. Une hystérectomie non
conservatrice n’est réalisée que chez des malades sélectionnées de plus de 40 ans en cas d’atteinte
annexielle bilatérale et d’absence de désir de grossesse. La présence d’une endométriose vésicale est

139

traitée par cystectomie partielle ~. Toutes les Iésions péritonéales superficielles sont détruites.

L'iléostomie de protection est fermée au 8°™ jour **° en cas de scanner avec opacification

141

par l'iléostomie montrant I'absence de fistule ou de collection **". Dans le cas contraire, elle est

fermée a 2 mois. La complication principale de cette intervention est la survenue d’une neurovessie

%2 Elle est liée au traumatisme ou a la section des

périphérique que I'on observe dans 16% des cas
rameaux nerveux issus des plexus hypogastriques inférieurs et s’observe plus fréquemment en cas
d’anastomose colo-anale, d’hystérectomie totale et lorsqu’il y a plus de 4 lésions d’endométriose
profonde '*. Les résultats de cette chirurgie sont satisfaisants dans 94% des cas avec un taux de
récidive profonde évalué a 2%, sans récidive digestive >, L'intervention est menée par laparoscopie
dans deux tiers des cas. La suspicion d’une atteinte urologique intrinseque constitue encore, pour
nous, une limite a cette voie d’abord.

Dans un contexte d’infertilité, le traitement chirurgical améliore la fertilité naturelle a

condition d’attendre un délai suffisamment long (un an en moyenne) *.

Assistance médicale a la procréation

Chez les patients infertiles, la fécondation in vitro est la technique de référence. Elle peut

8tre proposée avant la chirurgie ou la compléter *.
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Stress oxydant

Mécanismes de la proliferation

Stress oxydant

Définition

Les Formes Réactives de I'Oxygene (FRO) ou Reactive Oxygen Species (ROS) sont des formes
dérivées de I'oxygene a grande réactivité chimique. Elles incluent les radicaux libres de I'oxygéne a
proprement parler incluant I'anion superoxyde O, le radical hydroxyle OH" et le monoxyde d’azote
NO®ainsi que des formes actives de I'oxygéne non radicalaires comme le peroxyde d'hydrogéne H,0,
et le nitroperoxyde ONOOH. Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atome ou molécule)
dont un ou plusieurs électrons sont non appariés. Chaque atome est formé d’un noyau composé de
protons et de neutrons, et d’électrons gravitant sur une orbitale autour du noyau ou ils sont appariés
deux a deux. Lorsqu’ils ne sont pas appariés, leur tendance naturelle est d’interagir avec les électrons
de molécules ou atomes voisins pour reformer des liaisons chimiques covalentes. Cette propriété
confére une grande instabilité aux atomes dont les électrons sont non appariés ou aux molécules
qu’ils forment ***.
Les radicaux libres peuvent étre formés par la perte ou le gain d’un électron :

X — e+X” Réaction d’oxydation
X+e —» X" Réaction de réduction

L’état radicalaire est transitoire et prend fin soit par acceptation d’un électron soit par le transfert de
I’électron libre sur une autre molécule. Si I'instabilité du radical libre est modérée, la probabilité qu’il
accepte un second électron est forte. Dans ce cas, le radical libre ne représente qu’une étape
transitoire dans une réaction d’oxydoréduction. Si I'instabilité du radical libre est grande, I'électron
libre est rapidement transféré sur une autre molécule et peut participer a des phénomeénes

%> Cependant, si la nouvelle espéce radicalaire est stable, elle pourra

d’oxydation en chaine
compléter sa réaction d’oxydoréduction en se régénérant (gain d’un électron) ou en s’oxydant (perte
d’un deuxieme électron).

Deux radicaux libres peuvent interagir et former une molécule oxydante non radicalaire. Pour
exemples, deux anions superoxydes O, peuvent former du peroxyde d’hydrogéne H,0O, et

I'interaction d’un anion superoxydes O,” avec du monoxyde d’azote NO° peut former du

peroxynitrite ONOO™.

22



Stress oxydant

La production des FRO est la conséquence du métabolisme aérobie et s’opere en continu dans
toutes les cellules eucaryotes. Les FRO sont éliminées en permanence par plusieurs systémes

antioxydants. Leur concentration intracellulaire est ainsi finement régulée.

Les mécanismes de production des formes réactives de I’'oxygéne

Les mécanismes de production des FRO sont représentés Figure 5.
L’anion superoxyde O,""
L’anion superoxyde est formé par I'addition d’un électron a la molécule d’oxygéne :

0O,+e — 0,"
Ce radical est relativement stable et peut diffuser a distance de son site de formation **°. Il est peu
toxique en lui-méme mais peut réagir avec le peroxyde d’hydrogéne H,0, ou le monoxyde d’azote
NO® et donner naissance a de puissants oxydants tels que le radical hydroxyle OH" et le peroxynitrite

ONOO, respectivement .

Quatre systemes enzymatiques cellulaires peuvent aboutir a la formation d’anion superoxyde :
e La chaine respiratoire mitochondriale
Quatre-vingt dix pourcent de la production d’anion superoxyde résulte du métabolisme aérobie et

Y8 Durant la phosphorylation oxydative, un

provient de la chaine respiratoire mitochondriale
gradient de protons est établi au sein de la membrane mitochondriale, constituant une source
d’énergie pour la synthese de I'ATP. La production d’anions superoxydes est associée a ce processus
métabolique par une réduction monovalente de I'oxygene a partir des électrons libérés par la chaine
respiratoire. Cette production est continue, ubiquitaire et représente 0.2% de I'oxygéne consommé
par la chaine respiratoire **°.
e Le cycle catalytique des cytochromes p450
Les cytochromes p450 sont des hémoprotéines formant des complexes enzymatiques qui oxydent

% en présence d’un agent réducteur (RH,),

des substrats (AH) par l'intermédiaire du dioxygéne
généralement le NADPH, selon la réaction suivante :
AH+ 0, +RH, — AOH+R+H,0
Lorsque le dioxygene subit une réduction monovalente plutot que d’étre lié au substrat, cette
réaction conduit a la formation d’anion superoxyde :
(AH)(RH) +0, —» (AH) (RH")+ 0,
e Les NADPH oxydases (NOX)

Les NOX constituent une famille d’enzymes majoritairement impliquées dans la défense

antibactérienne et la signalisation cellulaire. Ce sont des protéines multimériques
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transmembranaires qui siegent au sein de la membrane plasmique et de certaines membranes
intracellulaires **°. Elles catalysent la réduction monovalente du dioxyde en anion superoxyde a partir
du NADPH ***; NADPH +2 0, —» NADP*+H"+20,"

e La xanthine oxydase (XO)
La xanthine oxydase est une des deux formes enzymatiques de la xanthine oxydoréductase (XOR),

12 Ces deux enzymes interviennent dans la

l'autre étant la xanthine déshydrogénase (XDH)
dégradation des bases puriques en catalysant I'oxydation de I'hypoxanthine en xanthine et de la
xanthine en acide urique. La XO entraine la réduction de I'oxygéne en anion superoxyde et la XDH
entraine la réduction de NAD* en NADH.

Dans des conditions normales, la XDH est largement majoritaire et le métabolisme des bases
puriques représente donc une source négligeable d’anion superoxyde. Cependant, dans certaines

conditions pathologiques comme dans le syndrome d’ischémie-reperfusion, la XDH se convertit en

XO ce qui est a I'origine d’une production importante d’anion superoxyde ***.

Le peroxyde d’hydrogéne H,0,
Le peroxyde d’hydrogene peut provenir directement de la réduction de I'oxygéne
moléculaire sous I'effet de diverses enzymes comme la glucose oxydase :

0,+2H" + 2e- —» H,0,
Ou étre formé a partir d’anion superoxyde par des superoxydes dismutases (SOD) :
20," +2H" —» H,0, + 0,
Le peroxyde d’hydrogéne est relativement stable. Par ailleurs il a la capacité de traverser les

membranes biologiques *** ce qui explique qu’il peut se trouver a distance de son lieu de production.
Sa toxicité repose sur sa capacité a se réduire en radical hydroxyle OH® hautement réactif donc

toxique en présence d’ions métalliques tels que les ions ferreux Fe®* et cuivre Cu®.

Le radical hydroxyle OH’
La principale voie de production du radical hydroxyle implique les cations métalliques

154-155

notamment fer et cuivre . Il s’agit de la réaction de Fenton :

H,0,+ Fe” —» Fe’'+2 OH’
Cependant, sa production peut également se faire indépendamment des cations métalliques par

interaction entre le peroxyde d’hydrogéne et I'anion superoxyde. |l s’agit de la réaction d’Haber-
Weiss : H,0,+ 0,” —» 0, +2 OH’

Ou par l'interaction entre I'anion superoxyde et le monoxyde d’azote :
0,"+NO'—» ONOO +H" —» ONOOH —» OH"+NO, —» NO; +H"

Ou encore par l'intermédiaire de la myéloperoxydase localisée dans les granules azurophiles des

polynucléaires neutrophiles et des monocytes :
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ClI +H,0,+ H"—» HOCl + H20 puis HOCL+0,” —» OH" +Cl + 0,
Le radical hydroxyle est la forme réactive de I'oxygene la plus instable donc la plus réactive. Sa durée

de vie est extrémement faible %7

. Ce radical diffuse peu et réagit quasiment sur le lieu de sa
production en arrachant un électron ou un atome d’hydrogéne d’un substrat organique RH ou en

s’additionnant sur les doubles liaisons.

Le monoxyde d’azote NO’

Le monoxyde d’azote est synthétisé physiologiquement a partir de la L-arginine par la NO-
synthase et joue un réle majeur dans le tonus vasculaire. A forte concentration le monoxyde d’azote
devient cependant délétére pour les cellules, notamment en réagissant avec un radical superoxyde
pour former le peroxynitrite ONOO™ qui est un puissant oxydant. Ce dernier peut secondairement se

décomposer en d’autres oxydants comme le NO," ou le NO®.

Les mécanismes de détoxification des formes réactives de I'oxygene

Les mécanismes de détoxification des FRO sont représentés Figure 5.
Un antioxydant se définit comme toute substance qui, lorsqu’elle est présente a faible
concentration comparativement a celle d’un substrat oxydable, retarde ou prévient significativement

I'oxydation de ce substrat ***

. On distingue les antioxydants enzymatiques et les antioxydants non
enzymatiques.

Systémes enzymatiques Systémes non enzymatiques

Elimination de I’anion superoxyde

Les superoxydes dismutases Les Vitamines Cet E
Les flavonoides
Les caroténoides
L'ubiquinone (Coenzyme Q)

Elimination du peroxyde d’hydrogéne

La catalase Les Vitamines Cet E
Le glutathion peroxydase et le glutathion réductase Le glutathion (GSH)
Peroxyrédoxine et thiorédoxine réductase La thiorédoxine

Internalisation via les récepteurs a transferrine
Stockage par la ferritine

Les superoxyde dismutases (SOD)

Les SOD catalysent la dismutation de deux anions superoxydes en peroxyde d’hydrogene:
. ,S0D
202 +2H —> H202+02
Cette réaction s’effectue spontanément mais est accélérée d’un facteur de 10 000 en présence de

SOD . On distingue trois sortes de SOD dans la cellule eucaryote:
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e LaSODL1 a cuivre et a zinc (Cu-ZnSOD) principalement localisée dans le cytosol

e La SOD2 a manganese (MnSOD) située au niveau de la matrice mitochondriale. Elle joue un
réle majeur dans la détoxification des FRO puisque dans des conditions physiologiques, 90%
d’entre elles sont produites par la chaine respiratoire mitochondriale

e LaSOD3 a cuivre et a zinc (EC-SOD) présente en majorité dans le milieu extra-cellulaire ****°

Les SOD jouent un role majeur dans I’élimination de I'anion superoxyde produit par le métabolisme

aérobie, la NADPH oxydase et les cytochromes p450. Cependant, |'effet antioxydant des SOD est

conditionné par la possibilité pour la cellule d’éliminer efficacement le peroxyde d’hydrogene, lui-

160

méme toxique, produit par la SOD ™. L’activité des SOD est donc tributaire des enzymes chargées

d’éliminer le peroxyde d’hydrogéne, a savoir la catalase et la glutathion peroxydase.

La catalase

La catalase est une peroxydase a noyau héme dont la synthése est proportionnelle a la
concentration de peroxyde d’hydrogene. Elle catalyse directement la décomposition du peroxyde
d’hydrogéne en eau et en dioxygéne :

2 H,0, — H,0+0,
Elle est principalement localisée dans les péroxysomes et n’est pas, ou tres peu, présente dans les

mitochondries.

Les glutathion peroxydases (GPx) et le glutathion (GSH)

Les glutathion peroxydases catalysent la décomposition du peroxyde d’hydrogéene en
couplant sa réduction en H,0 avec I'oxydation du glutathion réduit (GSH) en bisulfure de glutathion
(GSSG): 2 GSH + H,0, —» GSSG + 2H,0
Les GPx sont majoritairement localisées dans le cytoplasme. La plus grande partie du peroxyde
d’hydrogéne produit au niveau des mitochodries ou du cytoplasme est éliminé par les GPx plut6t que

% Une petite proportion est néanmoins présente dans la matrice mitochondriale

par la catalase
mais les mitochodries étant dépourvues des enzymes nécessaires a la synthese du GSH, ce dernier
doit étre importé du cytoplasme.

Le glutathion (L-y-glutamyl-L-cysteinyl-glycine) est synthétisé par l'action consécutive de la y-

161

glutamylcysteine synthétase puis de la GSH synthétase . Pour maintenir un ratio GSH / GSSG élevé,

la forme oxydée du glutathion (GSSG) est réduite en GSH par la glutathion réductase (GR).
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Les peroxirédoxines (Prx) et la thiorédoxine (Trx)

Les peroxirédoxines forment une famille de peroxydases a groupement thiol capables de

162183 Elles possédent un résidu cystéine a

réduire le peroxyde d’hydrogéne et d’autres peroxydes
leur extrémité N-terminale qui constitue le site primitif d’oxydation par le peroxyde d’hydrogene :
Prx-SH + H202 — Prx-SOH + H20
La Prx oxydée réagit avec une autre molécule de Prx-SH pour former un pont di-sulfide :
Prx-SH + Prx-SOH — Prx-S-S-Prx + H20
Le dimere disulfide est régénéré en Prx réduite en oxydant une molécule contenant deux
groupements thiols adjacent, la thiorédoxine :
Prx-S-S-Prx + Trx-(SH), —p Prx-SH + Trx-S,
Les deux groupements thiol de la TRx forment un pont di-sulfide qui est réduit par la thiorédoxine
réductase en utilisant le NADPH comme donneur d’électron :
Trx-S, + NADPH +H" —» NADP* + Trx-(SH),
Les Prx sont principalement localisées dans le cytoplasme et les mitochondries. Leur activité
catalytique est plus faible que celle de la catalase ou des glutathion peroxydases mais elles possedent
une forte affinité avec le peroxyde d’hydrogéne. Elles pourraient étre ainsi plus efficaces pour

éliminer de niveaux faibles de H,0, **%.

Les autres systéemes

La vitamine E (lipophyle) et la vitamine C (hydrophile) éliminent les radicaux hydroxyles.
L'ubiquinone (co-enzyme Qi) est similaire a une vitamine et joue un role significatif dans la
production d’énergie au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale et un role antioxydant de

protection des cellules contre les effets déléteres des radicaux libres.
Xanthine oxydase - Catalase

&= =T 6w

Mitochondrie Cu-ZnSOD w

GSH GSSG

e

Figure 5 : Production et élimination des formes réactives I’oxygéne

NADPH c;;;;dase
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Les effets biochimiques des formes réactives de I’oxygéene

Les FRO peuvent interagir entre elles mais également avec tous les types de composants
cellulaires comme I’ADN, les lipides, les glucides ou les protéines. Leurs effets dépendent de leur
réactivité propre, de leur affinité préférentielle avec un substrat, de leur quantité et de leur capacité
de diffusion. Le stress oxydant est défini par une accumulation intracellulaire excessive de FRO ***. II
peut étre di a un excés de production de FRO et/ou a un défaut des systémes antioxydants. Le stress

oxydant est un phénomene permanent lié au métabolisme aérobie.

Action sur L'ADN
Le stress oxydant est responsable de la formation de 10° lésions sur I’ADN de chaque cellule

18> |’ADN mitochondrial est particulierement exposé au stress

par jour potentiellement mutagenes
oxydant du fait de la production locale des FRO par la chaine respiratoire *®. Le stress oxydant est
impliqué dans les processus de vieillissement, dans un grand nombre de pathologies dégénératives

et peuvent participer a la transformation et a la progression tumorale.

Action sur les lipides

L'action des FRO sur les lipides correspond a la peroxydation lipidique. Elle
concerneprincipalement les acides gras polyinsaturés qui sont des constituants majeurs des
membranes cytoplasmiques et mitochondriales. Elle a pour conséquences la transformation des
radicaux lipidiques en aldéhydes qui eux-mémes induisent des mutations de I’ADN et I'induction de

I’apoptose par perméabilisation des membranes mitochondriales .

Action sur les protéines
L'oxydation des protéines entraine des modifications conformationnelles, des fragmentations
ou des liaisons entre protéines susceptibles de modifier leur activité notamment si elles ont des

propriétés enzymatiques.

Régulation du métabolisme cellulaire

Du fait de leur capacité a modifier de nombreuses protéines, les FRO régulent certaines
activités enzymatiques et jouent un réle dans la transmission du signal intracellulaire. Notamment,
le peroxyde d’hydrogéne est impliqué dans la régulation du cycle cellulaire. En effet, Les protéines
tyrosine-phosphatases (PTP) sont les enzymes les plus sensibles a I’'oxydation induite par le péroxyde
d’hydrogéne. Une faible concentration de peroxyde d’hydrogéne induit une inactivation spécifique
de PTEN par formation d’un pont disulfite au niveau de son site enzymatique **’. Cette inactivation

engendre un déréglement de I'activation d’AKT ayant pour conséquence I'amplification d’un message
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de survie cellulaire et de prolifération. Le peroxyde d’hydrogéne agit également sur les MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinases) par le biais de la voie ERK (Extracellular-Regulated Kinase) pour

%8 A une

activer certains facteurs de transcription et amplifier un signal de survie cellulaire
concentration plus élevée, le peroxyde d’hydrogeéne peut activer d’autres MAPK, les SAPK (stress-
activated protein kinase) qui favorisent I'apoptose **°.

La sensibilité des protéines au stress oxydant n’est pas uniforme. Des effets opposés peuvent
étre observés en fonction du type de FRO et de leur concentration. Un stress oxydant massif induit la
mort cellulaire en provoquant des Iésions multiples sur ’ADN, les protéines et les lipides. A I'inverse,
une augmentation plus modérée de la concentration en peroxyde d’hydrogene peut amplifier un

message de survie cellulaire et de prolifération en modulant spécifiquement I'activité de quelques

protéines hypersensibles. Ce mécanisme est impliqué dans 'oncogenése *°.

Stress oxydant et endométriose

Plusieurs études ont montré une augmentation du stress oxydant dans le sérum et le liquide
péritonéal des femmes endométriosiques *"*7>.

Il a été montré dans une étude menée par notre équipe une augmentation du stress oxydant
dans les cellules épithéliales issues d’endométriomes ovariens, secondaire a une augmentation de
production des formes réactives de I'oxygéne et a un défaut de détoxification *. Ceci peut étre en
partie expliqué par Iétat inflammatoire local chronique, connu pour augmenter le stress oxydant .
Ce méme travail a par ailleurs mis en évidence une association entre I'augmentation du stress
oxydant et l'augmentation de la prolifération des cellules endométriosiques par le biais de
I’activation de la voie ERK *. Ce méme mécanisme a été mis en évidence dans les cellules cancéreuses
70 Ainsi, les cellules endométriosiques se comportent vis-3-vis du stress oxydant comme des cellules
tumorales avec un stress de base élevé les rendant sensibles a de faibles variations de peroxyde
d’hydrogene®.

Le role du stress oxydant dans la pathogénie de I'endométriose a été confirmé in vivo sur
des modeles murins d’endométriose traités par un anti-oxydant, la N-acétyl-cystéine, qui permet
non seulement la réduction des implants endométriosiques mais également la diminution des

phénomeénes inflammatoires locaux * 7>,
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La voie Ras-Raf-MEK-ERK

Les MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) sont une famille d’enzymes qui activent des
protéines en leur ajoutant un groupement phosphate et provoquent ainsi des réactions de
phosphorylations en cascades. On en distingue 4 classes principales: ERK, JNK, p38 et BMK. La
premiere cascade a avoir été identifiée dans son ensemble est celle conduisant I’activation de ERK
(Extracellular-Regulated Kinase) par l'intermédiaire de I'EGF-R (récepteur a I'Epithial Growth

76 La liaison de 'EGF a son récepteur entraine une dimérisation de ce dernier et une auto-

Factor)
phosphorylation ATP-dépendante sur ses résidus tyrosines. Les phosphotyrosines constituent des
sites d’amarrage pour le complexe protéique adaptateur Grb2-Sos qui active a son tour la petite
protéine G Ras en échangeant son GDP (guanosine diphosphate) en GTP (guanosine triphosphate).
Ras activée recrute Raf-1 a la membrane plasmique. Raf-1 induit la phosphorylation de MEK
(MAPK/ERK kinase) qui a son tour active ERK. ERK phosphorylé (pERK) agit sur divers substrats
cytosoliques ou nucléaires entrainant la réponse cellulaire. Chaque protéine de la cascade peut étre
inactivée par des GTPases et des MAPK phosphatases qui régulent ainsi la durée d’activation de la
voie de signalisation (Figure 6).

L’activation de la voie Ras-Raf-MEK-ERK est secondaire a un stimulus extracellulaire pouvant

étre un facteur de croissance, une hormone ou une cytokine mais peut également s’effectuer de

maniére ligand-indépendante par I'intermédiaire du stress oxydant.

Figure 6 : Mécanisme d’action de la voie de signalisation Ras-Raf-MEK-ERK
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Les effecteurs de la voie ERK, leurs stimuli et leurs substrats

Ras

Structure

L'oncogéne Ras est le prototype de la famille des petites protéines G. Il comporte une seule
sous-unité de 21 kDa située du coté cytoplasmique de la membrane plasmique. Chez les
mammifeéres, il existe quatre isoformes de la protéine Ras ayant une forte homologie entre elles,
codées par trois génes différents : H-Ras, N-Ras, K-Ras 4A et K-Ras 4B. Elles sont constituées d’un
domaine G et d’'un domaine hypervariable (HVR). Le domaine G est composé de la boucle P qui lie le
v-phosphate du GTP et du switch | et Il qui permet la liaison aux différents régulateurs et effecteurs

de Ras.

Mécanisme d’activation

L'activation de certains récepteurs comme les RCPG (récepteurs couplés aux protéines G) et
les RTK (récepteurs a activité protéine kinase) ou I’activation d’intégrines par différents ligands active
a leur tour la protéine Ras. Les tyrosines phosphorylées des RTK servent de sites d’ancrage a des
protéines adaptatrices a domaine SH2 comme Grb2 (growth factor receptor binding Homology 2) ou
Shc *”’. Par ses deux domaines SH3, Grb2 est constitutivement associée au domaine carboxy-terminal
riche en proline de Sos (Son of sevenless), le facteur d’échange de Ras. La liaison de Sos au récepteur
par l'intermédiaire de Grb2 permet la relocalisation de Ras a la membrane, a proximité de son
substrat qu’elle pourra alors activer.

Les protéines PI3K, Gabl et SHP2 jouent également un réle majeur dans I'activation de Ras'’®

179
Mécanismes de régulation
Les protéines GAP (GTPase Activating Protein) sont capables d’interrompre le signal produit par

180-181
. L

I'activation de Ras. Parmi elles, la p120GAP est la premiere a avoir été identifiée a

neurofibromine, codée par le géne suppresseur de tumeur NF1, dont la mutation est responsable de

181

la neurofibromatose de type | =7, intervient également dans la régulation négative de I'activité de

Ras 182
Effecteurs
Ras activée recrute divers effecteurs possédant un domaine RBD (Ras-Binding Domain) ou un

domaine RA (Ras Associating). La liaison de Ras a ces effecteurs déclenche des cascades de

signalisation bien distinctes.
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La protéine kinase Raf *® qui est la premiére kinase de la cascade des MAPK et la protéine
PI3K ont été identifiées comme étant des effecteurs majeurs de Ras. Parmi les isoformes de Ras, H-

184 tandis que K-ras active préférentiellement Raf. Des

Ras est I'activateur le plus puissant de la PI3K
protéines de la famille GEF (Guanine Nucleotide Exchange Factor) telles que les protéines RalGEF qui
jouent un role important dans la transformation cellulaire, la protéine Tiam1 (T lymphoma invasion

185

and metastasis protein 1) ~°°, la protéine RIN1 (Ras and Rab inhibitor 1), la protéine PLCe

(phospholipase C eta), les protéines de la famille RASSF (RAS association domain family), la protéine

'8 impliquées respectivement dans I'adhérence

AF6 (également appelée Afadin) et la protéine PKCT
cellulaire et la transcription **' comptent également parmi les effecteurs de Ras.
Des mutations de Ras entrainant son activation constitutive sont fréquemment impliquées

dans la survenue de cancers chez 'homme. K-Ras est I'isoforme la plus mutée **.

Raf

Structure
Raf (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma) est une protéine de 70 a 75 KDa a activité sérine
thréonine kinase. Chez les mammiféres, on lui décrit trois isoformes : A-Raf, B-Raf et C-Raf ou Raf-1.
B-Raf et Raf-1 sont les plus impliquées dans la voie Raf-MEK-ERK. La protéine Raf-1 constitue le
prototype de cette famille.
Mécanisme d’activation
La forme inactive de Raf-1 est une forme auto-inhibée stabilisée par la protéine chaperone
14-3-3. Ras activée s’associe avec la région RBD de Raf-1, ce qui relocalise la protéine Raf du cytosol
vers la membrane plasmique. Des protéines phosphatases (PP) régulent positivement I’activité de Raf
en déphosphorylant son site de liaison avec la protéine chaperone 14-3-3 lui permettant alors

188-190

d’interagir avec Ras . L'activation complete de Raf-1 nécessite par ailleurs la phosphorylation

synergique de son résidu sérine 338 par les kinases PAK et de son résidu Y341 par src, ainsi que la

phosphorylation de la boucle d’activation de son domaine kinase. La protéine Raf-1 est activée par
les 4 isoformes de Ras ** mais c’est K-Ras qui est son activateur le plus puissant **.

Mécanismes de régulation

L'arrét de I'activation de Raf-1 s’effectue par le biais de la phosphorylation de son résidu

193

sérine 43 par la RKIP (Raf Kinase Inhibitory Protein) ~° qui diminue ainsi I'affinité de Ras pour Raf-1

198 1] a également été montré que les kinases ERK1 et ERK2 induisaient une boucle de rétrocontrdle

négatif sur la voie par le biais de Raf.
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Effecteurs
Raf a pour substrat diverses protéines mais celles pour lesquelles sa spécificité est la plus

grande sont les MAPK et en particulier MEK >,

MEK

Les protéines kinases MEK sont des MAPK qui font partie de la rare famille de protéines
kinases a double spécificité, capables de phosphoryler aussi bien les résidus sérines et thréonines

197198 " Elles présentent trois isoformes trés conservées ayant 85%

que les résidus tyrosines
d’homologies : MEK1a, MEK1b et MEK2. En plus de leur domaine kinase, les MEK possedent trois
domaines importants: un domaine D de liaison aux MAPK, un domaine NES d’export nucléaire et un
domaine riche en proline leur permettant d’interagir avec des protéines a domaine SH3 **°. Les MEK

189, 200

sont phosphorylées par la protéine Raf sur deux résidus sérine . Les trois isoformes de Raf

n’activent pas les protéines kinases MEK avec la méme efficacité. En effet, I'isoforme A-Raf est celle

201

qui active le moins efficacement les kinases MEK <~ tandis que I'isoforme B-Raf est celle qui présente

la meilleure affinité de liaison et la plus forte activité kinase envers les kinases MEK 9%2%,
MEK a pour substrat ERK de fagcon hautement spécifique, ce qui en fait une cible

thérapeutique intéressante.

ERK

ERK est une sérine thréonine kinase dont on distingue deux isoformes présentant 83%
d’homologie : ERK1 et ERK2. Elles sont présentes dans presque tous les types cellulaires, y compris
les levures. ERK1 est une protéine de 379 acides aminés pesant 43 KDa et codée par un géne situé en
16p11.2. ERK2 est une protéine de 360 acides aminés pesant 41 KDa et codée par un gene situé en
22p11.2. La double phosphorylation de ERK au niveau de la thréonine 202 et de la tyrosine 204 pour
ERK1 et de la thréonine 184 et de la tyrosine 186 pour ERK2 est nécessaire a son activation®® et a sa

translocation dans le noyau %2

. Les activateurs de ERK sont principalement MEK1 et MEK2. ERK
posseéde plus de 160 substrats et phosphoryle les résidus sérine ou thréonine situés a proximité des
prolines %,

Elle est impliquée dans la prolifération cellulaire, la régulation du cycle cellulaire et la
différenciation cellulaire. Dans le noyau, ERK active de nombreux facteurs de transcription comme

76 et dans le cytoplasme de nombreux substrats comme des

c-fos, c-jun, c-myc, Ets-1, NFkB
protéines du cytosquelette MAP1 et MAP2 (microtubule activated protein) dont la phosphorylation

régule les réarrangements du cytosquelette et la morphologie cellulaire au cours du cycle

33



La voie Ras-Raf-MEK-ERK

cellulaire®®. ERK agit également sur les MAPK exergant ainsi un rétrocontréle sur la voie

métabolique®’®.

Activation de la voie Ras-Raf-MEK-ERK par le stress oxydant

210-213
. Elles

Les FRO sont connues pour activer la voie ERK dans plusieurs types cellulaires
peuvent activer le domaine intracellulaire de certains récepteurs de facteur de croissance comme le

EGF-R et le PDGF-R (Platelet Derived Growth Factor) sans que la fixation d’un ligand soit nécessaire

214 5

, activer Ras directement sans passer par les récepteurs de facteur de croissance > voire méme

216

court-circuiter Ras impliquant alors d’autres mécanismes d’activation <. Il a en effet été montré que

les FRO pouvaient avoir un effet direct sur la petite protéine c-Src. Une fois activée, celle-ci

Y7 qui induit la production de DAG (diacyl-glycérol) et

phosphoryle la PLCy (phospholipase C gamma)
augmente la concentration intracellulaire de calcium par activation de canaux calciques.
L'augmentation intracellulaire de calcium active plusieurs formes de protéine kinases C (PKC) qui
activent a leur tour ERK par I'intermédiaire de I'activation de Ras ou directement en activant Raf *°.
Par ailleurs, les FRO empéchent l'inactivation de la voie métabolique par le biais de
I'inhibition de certaines phosphatases **°.
Les inhibiteurs de MEK, 'lUO126 et le PD98059, bloquent la voie ERK dépendant des FRO***

220 ce qui confirme que I'activation de ERK par les FRO passe par MEK **.

La spécificité de ERK

ERK agit sur de trés nombreux substrats et transmets des signaux différents, parfois opposés,
dans un méme type cellulaire. Sa spécificité repose sur plusieurs mécanismes tels que la durée et la
force d’activation de ERK, I'interaction avec des complexes multiprotéiques dits « d’échafaudage », la
localisation subcellulaire de ERK, I'interaction avec d’autres voies de signalisation et I'existence de
multiples isoformes??.

Dans les cellules cancéreuses, plusieurs de ces mécanismes peuvent étre altérés.

Durée du signal

La durée d’activation de ERK dépend des phosphatases qui inactivent ERK et des

223

rétrocontroles exercés par les substrats de ERK ““°. L’activation transitoire de la voie ERK par 'EGF

entraine un signal de prolifération cellulaire alors qu’une stimulation prolongée par le NGF (Neuronal

224

Growth Factor) entraine un signal de différenciation cellulaire “". De la méme maniére, une courte

activation de ERK active c-fos mais insuffisamment pour entrainer son accumulation alors qu’en cas
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d’activation prolongée, c-fos phosphorylé s’accumule en grande quantité dans le noyau, active la

transcription d’un grand nombre de génes et amplifie le signal proprolifératif *.

Interaction avec les complexes protéiques d’échafaudage
Les complexes protéiques d’échafaudage déterminent la cinétique, la localisation et les
composants de la voie ERK. L’'exemple le plus connu est celui de la protéine KSR1 (Kinase Suppressor
of Ras 1) qui s’associe aux MEK et interagit avec plusieurs protéines comme IMP1 (Impedes
Mitogenic signal propagation) et la phosphatase PP2A pour former un complexe cytosolique qui,
lorsqu’il est activé, est relocalisé a la membrane plasmique ou il recrute Raf-1, facilite I'activation de
MEK et recrute ERK ce qui favorise sa phosphorylation par MEK. Ce complexe protéique réalise une

véritable plateforme d’ancrage facilitant I'activation de la voie des MAPK 2%,

Localisation subcellulaire
Dans la cellule au repos, la majorité des composants de la voie ERK est cytoplasmique. Lors
d’un stimulus extracellulaire, Raf-1 est recruté a la membrane plasmique pour interagir avec Ras.

2% Cette translocation est régulée par des

MEK et ERK activés, sont transloqués vers le noyau
protéines qui peuvent inhiber le passage de ERK dans le noyau a la faveur d’une activité
cytoplasmique. Les mécanismes de régulation de la localisation subcellulaire sont mal connus mais il
a été montré que la localisation nucléaire forcée d’une chimere ERK2-MEK1 augmentait I'activité
transcriptionnelle alors que la méme chimére localisée a la membrane plasmique entrainait une

diminution de I'activité transcriptionnelle 223,

Interaction avec les autres voies de signalisation
La voie ERK interagit avec d’autres voies de signalisation comme la voie Racl/CDC42-Pakl, la
voie des cyclin-dependant kinases (CDKs) ou la voie PI3K-Akt par des phénomenes de
phosphorylation-déphosphorylation médiés par des kinases et des phosphatases qui modifient la

cinétique et la localisation de I'activité de la voie ERK **>.

Les isoformes multiples
La spécificité de ERK liée a I'existence d’isoformes multiples pour chaque effecteur de la voie
ERK a été mise en évidence par des expériences de souris knock-out. Les souris KO pour MEK1 ne
dépassent pas le stade embryonnaire alors que les souris KO pour MEK2 sont viables et fertiles ***.
Les souris KO pour ERK1 sont viables, fertiles mais présentent une immaturité des thymocytes et des
anomalies neuronales alors que les souris déficientes pour ERK2 meurent au stade embryonnaire *>
238

. Méme si le role de chacune des isoformes n’est pas bien établi, ces expériences montrent qu’elles

ont des fonctions différentes.
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Role de la voie Ras-Raf-MEK-ERK

La voie Ras-Raf-MEK-ERK intervient dans la régulation du cycle cellulaire et I'apoptose **°.
Selon le type cellulaire et son niveau d’activation, I'activation de la voie métabolique engendre une
progression ou un arrét du cycle cellulaire. Ainsi, I'activation de la voie Ras-Raf-MEK-ERK aboutit a un
arrét du cycle cellulaire en phase G1 dans les cellules de Schwann du rat, les lignées humaine de
cancer de prostate LNCaP, de cancer pulmonaire a petites cellules et de leucémie promyélocytaire
HL-60 **°*2 tandis qu’elle augmente la prolifération des cellules hématopoiétiques®?. La voie Ras-
Raf-MEK-ERK joue également un réle dans I'apoptose par l'intermédiaire de facteurs de croissance

induisant un signal pro- (Bim) ou anti-apoptotique (Bcl2) *****,

Ras-Raf-MEK-ERK et oncogenése

L'amplification de I'oncogene Ras et I'existence de mutations entrainant son activation
constante ont été observées dans prét de 30% des cancers humains 2*°2°°,
Il a également été montré que Raf était muté dans 20 % des cancers humains tels que le mélanome,

#1232 De plus, dans les cellules

le cancer de la thyroide, le cancer colorectal et le cancer de I'ovaire
transformées, Raf induit I’expression de certains facteurs de croissance tels que le VEGF, le hbEGF
(heparin binding Epidermal Growth Factor), ou le GM-CSF (Granulocyte Macrophage-Colony
Stimulating Factor) possédant sur la région promotrice de leur géne un site de fixation pour I'un des

#3238 Ainsi, I'expression aberrante de Raf dans ces

effecteurs phosphorylé de la voie Raf-MEK-ERK
cellules entraine une boucle autocrine paracrine responsable de la stimulation continue de la
prolifération cellulaire, participant ainsi a la transformation cellulaire et dans certains cas a la
résistance aux chimiothérapies **.

La mutation de MEK dans les cancers humains est beaucoup plus rare et aucune mutation de

ERK n’a été identifiée a ce jour dans les cellules cancéreuses **°.

Ras-Raf-MEK-ERK et inflammation

Dans un contexte inflammatoire, la voie Ras-Raf-MEK-ERK peut étre activée par la fixation de
cytokines pro-inflammatoires sur un des récepteurs a tyrosine kinase ou de maniere ligand-
indépendante. L'IL1 B et le TNFa sécrétés par des macrophages activés, activent la voie des MAPK
(principalement les voies p38 et JNK mais aussi ERK) qui stimule la production de cytokines (IL1B, IL6
et IL8) et active la COX2 (cyclo-oxygénase 2) par des phénomeénes de régulation transcriptionnelle et
post-transcriptionnelle ou par I'intermédiaire de I'activation du NFkB ce qui aboutit au recrutement

de cellules immunitaires et a 'amplification de la réaction inflammatoire 2%,
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Interventions thérapeutiques

Chaque effecteur de la voie Ras-Raf-MEK-ERK peut théoriquement étre ciblé par un
inhibiteur pharmacologique. Dans le cancer, 'objectif est le contréle de I'activation aberrante des

cellules tumorales. Cibler cette voie permet d’agir méme sans connaitre la mutation responsable.

Inhibiteurs de Raf

Des inhibiteurs de Raf ont été développés et évalués dans plusieurs études cliniques 2°**%.
Cependant, I'existence de plusieurs isoformes de Raf et ses interactions avec diverses voies de
signalisation intracellulaires peuvent rendre délétére Iutilisation des inhibiteurs®*®. Le sorafenib (BAY
43-9006, Nexavar®) est le seul inhibiteur spécifique de Raf (avec une plus grande spécificité pour C-

266-267
f

Raf que pour B-Ra ) utilisé aujourd’hui en pratique clinique. Il posseéde également d’autres

cibles comme le VEGFR, le PDGFR et le Flt-3 (fms-like tyrosine kinase receptor 3). |l est utilisé dans le

268269 ot dans le carcinome hépatocellulaire localement

traitement du cancer du rein métastatique
avancé 2°. C’est une molécule bien tolérée dont les principaux effets secondaires incluent rash
cutané, syndrome main-pied, diarrhée et hypertension. Il fait I'objet d’un essai de phase Ill dans le
cancer de la thyroide et d’un essai de phase Il dans le glioblastome récidivant.

Le Plexxikon (PLX-4720), inhibiteur spécifique de B-Raf, fait I'objet d’études précliniques dans

le mélanome *"*.

Inhibiteurs de MEK
Méme si MEK n’est pas fréquemment muté dans le cancer, sa surexpression est classique du

239

fait de I'activation d’amont . Le nombre réduit des sites de phosphorylation nécessaire a son

activation facilite le développement d’inhibiteurs. Le PD98059, premier inhibiteur spécifique de MEK

272 ot 'UO126 sont validés comme outils de recherche fondamentale dans

mis en évidence
I’exploration de la voie MEK-ERK, mais les premiers essais cliniques utilisant ces molécules ont été
décevant et elles ne sont pas utilisées dans la pratique clinique. D’autres inhibiteurs de MEK tels que
le PD184352 (phase | et Il dans le cancer colorectal, du poumon non a petites cellules, du pancreas,
du rein, du sein et dans le mélanome) , le PD0325901 (phase | et Il dans le cancer du colon, du
poumon non a petites cellules, du pancreas, , du sein et dans le mélanome), le AZD6244 (phase | et Il
dans le cancer du colon, du pancréa, du poumon, du sein et dans le carcinome hépato-cellulaire) et le

260 seul

RDEA119 (phase | et Il dans les cancer avancés) sont actuellement en cours d’essai clinique
le Iéflunomide, dont le métabolite actif est le A771726, est utilisé depuis de nombreuses années dans

le traitement de fond de la polyarthrite rhumatoide.
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Inhibiteurs de ERK

Il n’existe pas d’inhibiteur spécifique de ERK.

La voie PI3K-AKT-mTOR

La voie PI3K-AKT-mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) joue un rdle essentiel dans le
métabolisme des cellules cancéreuses. En effet, elle participe a la régulation de l'initiation de la
transcription des ARNm et de la synthése protéique, a I'organisation du cytosquelette d’actine, au
trafic membranaire, a la dégradation protéique, a la signalisation PKC et a la synthése des ribosomes.

Elle peut étre activée par les récepteurs de la famille ERB, les récepteurs de I'IGF (insulin-like
growth-factor) et par Ras. L’activation de la voie PI3K-AKT-mTOR entraine la phosphorylation de la
protéine 4EBP1 qui active la transcription de différents ARNm comme les ARNm de ¢c-MYC, de la
cycline D1 et de I'ornithine decarboxylase induisant la transition de la phase G1 a la phase S du cycle
cellulaire. La voie m-TOR induit également la phosphorylation de la S6K qui active tour la sous-unité

40S des ribosomes permettant ainsi d’augmenter I'activité traductionnelle (Figure 7).

o Receptor tyrosine kinass
@ (ErbR, POGFR/KIT, IGFR)

\A‘A:tivationxl

Synthése protéique

— - _-— T _- — _ —
P — /Crmssance cellulaire ~ -

[ Transcription ] [Prolifération cellulaizre]

Figure 7 : Mécanisme d’action de la voie de signalisation PI3K-Akt-mTOR



La voie PI3K-AKT-mTOR

Les effecteurs de la voie PI3K-AKT-mTOR, leurs stimuli et leurs

substrats

PI3K

Structures et fonctions

Il existe 8 PI3K regroupées en 3 classes (I, Il et lll), qui différent de part leur structure, leur
spécificité de substrat, leur distribution tissulaire et leurs mécanismes d’activation. Elles jouent un
role majeur dans la régulation de la survie cellulaire, la prolifération, la croissance, la migration, le
métabolisme, le trafic intracellulaire ou encore la morphologie cellulaire. Elles sont fréquemment
dérégulées dans les cancers.

Elles constituent une famille d’enzymes a double spécificité possédant a la fois une activité
lipide kinase et une activité sérine thréonine kinase. Les PI3K de classe | sont les mieux caractérisées
77 Ce sont des hétérodimeres composés d’une sous-unité régulatrice et d’une sous-unité catalytique
p110 dont on distingue deux sous-groupes permettant de différencier les PI3K de classe IA et les PI3K
de classe IB (Figure 8). Les PI3K de classe IA sont activées en aval des RTK (Récepteurs a Tyrosine

Kinase), des TKNR (Tyrosine Kinases Non Réceptrices) et de Ras et les PI3K de classe IB sont activées

en aval des RCPG (Récepteurs Couplé aux Protéines G) et de Ras.

Class IA PI3K

qr‘s‘ﬁ?: ';_,"F;T'"éé """ Regulatory (pa& 5o/ ps5e/p 5o, p&sf, pssy)
[ R S R

[pssbinding N Rasbinding M C2 H PIK o Catabticdomaln |- Catalytic (p1100/p110p, p1103)

Figure 8: PI3K de classse IA. La figure représente la structure des domaines des sous-unités
régulatrices et catalytiques de la PI3K de classe IA. Engelman et al., Nat Genet, 2006.

Les PI3K phosphorylent les phosphoinositides en position 3 du noyau inositol, catalysant ainsi
la conversion du Phosphatidylinositol (Ptdins) en Ptdins3P, du PtdIins4P en PtdIns(3,4)P2 et du
PtdIns(4,5)P2 en PtdiIns(3,4,5)Ps (ou PIP3). Les PI3K générent un second messager lipidique, le D3-
phosphoinositide, qui permet le recrutement a la membrane plasmique de plusieurs protéines de
signalisation intracellulaire possédant des domaines PH (Plekstrin Homology) telles que les protéines

PDK1 et Akt, des protéines a domaine FYVE (Fablp YOPB Vps27 EEA1) ou Phox (PX).

Mécanisme d’activation et de régulation des PI3K de classe IA
L'activation et I'auto-transphosphorylation des RTK permettent le recrutement a la

membrane de diverses protéines de signalisation par I'intermédiaire de leur domaine SH2. C’est ce
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que lI'on observe avec les PI3K dont les deux domaines SH2 de leur sous-unité régulatrice
interagissent avec les tyrosines phosphorylées présentes sur le récepteur lui-méme ou sur des
protéines adaptatrices associées aux récepteurs (Figure 9). Cela induit la translocation des PI3K a
proximité de la membrane ou réside la protéine Ras qui amplifie leur activation ainsi que leurs

substrats lipidiques.

R SO R

Figure 9: Mécanisme d’activation des PI3Ks de classe IA. Les PI3K de classe IA sont activées par les
RTK. Certains récepteurs (récepteurs a l'insuline et a I'lFG1) utilisent des adaptateurs moléculaires (en vert
a droite du RTK) pour recruter les PI3K de classe IA via leur domaine SH2, tandis que d’autres RTK (PDGFR)
les recrutent directement (a gauche du RTK). La 3-phosphatase PTEN déphosphoryle le PIPs, inhibant ainsi
la signalisation médiée par la PI3K, tandis que la protéine SHIP catalyse la conversion du PIPs en
Ptdins(3,4)P2. Engelman et al., Nat Genet, 2006.

Protéines régulatrices des substrats des PI3K
La 3-phosphatase PTEN (Phosphatase and Tensin homologue deleted on chromosome 10),
encore appelée MMAC (Mutated in Multiple Advanced Cancer) est une phosphatase a double

273274 ot une activité lipide

spécificité possédant a la fois une activité tyrosine phosphatase
phosphatase par laquelle elle est capable de déphosphoryler en position 3 le noyau inositol des
phosphoinositides. PTEN exerce donc une régulation négative sur la voie PI3K-Akt-mTOR. Par ce
biais, elle joue un réle de suppresseur de tumeur et intervient dans le contréle de la survie et de la

275

prolifération cellulaire “>. PTEN est codée par un gene localisé dans la région chromosomique 10923

fréquemment inactivée par mutation ponctuelle ou délétion de type perte d’hétérozygotie (LOH)®.
Dans les cellules normales, la localisation de PTEN est essentiellement nucléaire alors qu’elle est
majoritairement cytoplasmique dans les cellules tumorales *’. La présence de PTEN dans le noyau
est inversement corrélée a la prolifération cellulaire et directement corrélée a la différenciation

cellulaire.
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Les 5-phosphatases SHIP1 et SHIP2 appartiennent a La famille des protéines SHIP (SH2
domain-containing Inositol 5’-Phosphatase). Ces protéines, hydrolysent spécifiquement le phosphate
en position 5 du noyau inositol du PIP3 et de I'Ins(1,3,4,5)P4. Elles présentent plusieurs domaines
d’association protéique qui leur permettent de jouer un réle d’adaptateur ou de compétiteur dans

I"assemblage de certains complexes de signalisation.

La sérine thréonine kinase AKT ou PKB

Structures et fonctions

La protéine AKT ou PKB (Protein Kinase B) est une sérine thréonine kinase qui appartient a la
superfamille des kinases AGC (PKA c-AMP dependent Protein Kinase A, PKG Protein Kinase G, PKC
Protein Kinase C). Elle constitue un élément central de la signalisation intracellulaire en réponse aux
facteurs de croissance, a I'insuline, aux cytokines ou autres stimuli.

Trois isoformes d’AKT ont été identifiées : AKT1/PKBa, AKT2/PKBB et AKT3/PKBy. Elles sont
codées par 3 genes différents situés sur 3 chromosomes différents (14932 pour AKT1, 19g13 pour
AKT2 et 1944 pour AKT3). AKT1 a une expression quasi-ubiquitaire dans les tissus, AKT2 prédomine
dans les tissus sensibles a I'action de l'insuline et AKT3 est préférentiellement exprimé dans le
cerveau et les testicules. Un épissage alternatif du géne AKT3/PKBy génére une quatrieme isoforme,
PKBy1l. Les trois isoformes d’Akt sont constituées d’un domaine PH amino-terminal, d’'un domaine

kinase catalytique central et d’'un domaine régulateur carboxy-terminal (Figure 10).

AKT1 AKT2 AKT3
T308 8473 T309 S474 T305 8472

[P H K.D? }-i [PH H KD‘? |-i [rrH lm:r }-d

Figure 10 : Structure des 3 isoformes de la famille Akt. Bellacosa et al., Advances in cancer research,
2005.

Le domaine PH, commun a de nombreuses autres protéines de signalisation, permet une

278-279

interaction avec les produits de la PI3K tels que le Ptdins(3,4)P, et le PIP; . Le domaine

catalytique partage de grandes analogies avec les autres kinases de la superfamille AGC notamment

les protéines PKA, PKC, p70S6K et p9ORSK. On y observe plus de 87% d’homologie de séquence entre

280

les trois isoformes d’Akt “°°. La région carboxy-terminale possede un motif hydrophobe HM

caractéristique des protéines kinases AGC. Il est identique dans les trois isoformes d’Akt et joue un

role majeur puisque sa délétion abolit totalement I’activité enzymatique de PKB **".
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Mécanisme d’activation
L’activation d’AKT repose sur son recrutement a la membrane plasmique et sa liaison aux
produits des PI3Ks, le Ptdins(3,4)Pz et le PIP3s. AKT1 est phosphorylée sur son résidu thréonine 308
situé dans la boucle d’activation du site catalytique et sur son résidu sérine 473 situé dans le
domaine HM. Des études suggerent cependant que seule la phosphorylation du résidu thréonine 308
est nécessaire et suffisante pour activer I'enzyme et pour lui permettre de réguler certaines de ses

cibles ?

8 AKT2 est phosphorylée sur ses résidus thréonine 309 et sérine 474 et AKT3 est
phosphorylée sur ses résidus thréonine 305 et sérine 472 en réponse a une stimulation par I'lGF-1.

Le recrutement membranaire d’AKT1 induit une modification conformationnelle de la
protéine qui permet I'exposition du résidu thréonine 308 a la kinase PDK1 (3-Phosphoinositide-
Dependent protein Kinasel), et probablement du résidu sérine 473 a la PDK2 %% | Ainsi, PDK1
localisé a la membrane plasmique, interagit avec les produits de la PI3K grace a son domaine PH, et
phosphoryle AKT sur la thréonine 308. Le mécanisme de phosphorylation de la sérine 473 est

28

secondaire a une auto-phosphorylation *** ou a une phosphorylation par la kinase PDK2. Cette

derniére ne serait autre que le complexe mTORC2 (mTOR-Rictor-GBL-mSin1) 252¢,
Dans certaines conditions, AKT peut étre activée de facon indépendante de la PI3K,
notamment en réponse a un choc thermique, ou a une entrée massive de calcium intra-cellulaire %*’.
Une fois phosphorylée AKT peut a son tour phosphoryler ses cibles dans divers

compartiments cellulaires notamment dans le noyau ou elle est transloquée %" 2%,

Protéines régulatrices d’AKT

L’état de phosphorylation des résidus thréonine 308 et sérine 473 peut étre dissocié. Il a été
démontré que la déphosphorylation de la thréonine 308 était plus rapide que celle de la sérine 473
89 Deux phosphatases impliquées dans la régulation du niveau de phosphorylation d’Akt ont été
décrites. La phosphatases PP2A, sensible a I'acide okadaique, qui régult la phosphorylation de la
thréonine 308, et la phosphatase PHLPP, staurosporine insensible a I'acide okadaique, qui régule la
phosphorylation de la sérine 473 **°.

La phosphatase PP2A est une phosphatase a activité sérine thréonine impliquée dans la
régulation de nombreux mécanismes cellulaires comme le contréle de voies de signalisation
(notamment le relais PI3K-AKT), la progression du cycle cellulaire, la réplication de I'ADN, la
transcription de genes et la traduction des protéines. Leur perte de fonction a été associée a la
transformation cellulaire **.

La phosphatase PHLPP (Pleckstrin Homology domain Leucin-rich repeat Protein Phosphatase)

est également une phosphatase a activité sérine thréonine, membre de la sous famille des
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phosphatases PPM (Protein Phosphatase Mg2+ activated). Elle nécessite la présence des cofacteurs
Mg et/ou Mn* pour leur activité catalytique et n’est pas inhibée par les traditionnels inhibiteurs de
phosphatases comme I'acide okadaique. Elle controle I'amplitude et la durée de la signalisation
dépendante d’Akt (et aussi de PKC) en déphosphorylant spécifiquement son motif hydrophobe. On
lui décrit 3 isoformes PHLPP1a, PHLPP1B et PHLPP2 localisées sur des régions chromosomiques
fréquemment perdues dans les cancers par perte d’hétérozygotie (LOH). PHLPP1a et PHLPP1B sont
des variants d’épissage issus du méme géne localisé sur une région chromosomique (18g21.33)
sujette a perte d’hétérozygotie dans les cancers coliques, tandis que PHLPP2 est issu d’un seul gene
d’une région sujette a perte d’hétérozygotie dans les cancers du sein et de |'ovaire (16g22.3-

16923.1)*%

Conséquences biologiques de I'activation d’AKT
AKT régule de nombreuses fonctions cellulaires (Figure 11). Elle joue un réle majeur dans la
survie cellulaire en inactivant des protéines pro-apoptotiques telles que la caspase 9 et Bad **** en
bloquant la transcription de genes pro-apoptotiques comme Fas ligand, TRAIL (TNF-related
apoptosis-inducing ligand) ou TRADD (TNF receptor type 1 associated death domain) **>*%, en
activant la transcription de génes anti-apoptotiques comme Bcl-2, Mcl-1 et Akt elle-méme par le biais
de I'activation du facteur de transcription CREB (Cyclic AMP response element binding protein) *°"*%
et en activant NFkB qui induit la transcription de génes de survie **. Elle est également impliquée
dans la régulation du cycle cellulaire par la phosphorylation et la rétention cytoplasmique des
inhibiteurs du cycle cellulaire **>°, dans la croissance cellulaire et dans la traduction par le biais de
I’activation d’une sérine thréonine kinase mTOR %, dans le métabolisme cellulaire en inactivant la
GSK 3 (glycogéne synthase kinase 3) et en activant la glycolyse et le transport du glucose ***3% ou
encore dans la prolifération, la migration et I'invasion, la motilité et I'angiogénése.
En outre, I'activation aberrante de cette kinase, par mutation et/ou amplification des protéines

de « I’Aktosome » (RTK, Ras, RCPG, PI3K, PDK1, PDK2, PTEN, SHIP, PP2A ou PHLPP) est fréquente

dans de nombreuses maladies comme le diabéte de type 2 ou le cancer *”.
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Figure 11: Effets biologiques d’AKT. La phosphorylation par Akt des protéines d’aval conduit a
leur activation (fleches pleines) ou a leur inhibition (fleches bloquées). Manning et al., Cell, 2007.

mTOR (mammalian Target Of Rapamycin)

La protéine mTOR également appelée FRAP1 (FKBP12-Rapamycin-Associated Protein), RAPT
(Rapamycin Target) ou SEP (Sirolimus Effector Protein), est une protéine ubiquitaire de 289 kDa dont
le géne est situé sur le chromosome 1p36.2. Elle a été mise en évidence en 1991 dans la levure
Saccharomyces cerevisiae. 1l s’agit d’une sérine thréonine kinase ayant une structure hautement
conservée de la levure au mammiféere, avec 95% d’homologie de séquence entre la souris, le rat et
I'homme. mTOR, en réponse au microenvironnement et aux conditions nutritives (facteurs de
croissance, acides aminés) et énergétiques (ratio AMP/ATP), joue un réle central dans la régulation
de la croissance et de la prolifération cellulaire. Son activité kinase est spécifiquement inhibée par la
rapamycine, une lactone macrocyclique produite par la bactérie Streptomyces hygroscopicus. Cette
derniere se lie a une immunophiline de 12 kDa, FKBP12 (FK506-binding protein), formant un
complexe qui se fixe au domaine catalytique FRB (FK506 binding protein Rapamycin Binding domain)
de mTOR, induisant ainsi I'inhibition de son activité. Chez ’'homme, la protéine mTOR se trouve sous
la forme de deux complexes multiprotéiques, mTORC1 et mTORC2, dont la structure, le mode de

régulation, la fonction et la sensibilité a la rapamycine different ** .
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Le complexe mTORC1
- Structure de mTORC1
Le complexe mTORC]1, sensible a la rapamycine, est constitué d’au moins trois protéines : mTOR,
mLST8/GBL et Raptor (Figure 12). PRAS40, (Prolin-rich Akt/PKB substrate 40 kD), un quatrieme

composant a récemment été mis en évidence.

mTORC1 o -

HEAT REPEATS = FRB'@'&I‘ mTOR
J

Rapamycin-_FKBP12 >

Figure 12: Structure du complexe mTORC1. Bhaskar et al., Dev Cell, 2007.

Le domaine amino-terminal de m-TOR est composé de plus de 20 motifs HEAT (Huntingtin
Elongation factor3 A subunit of PP2A TOR) répétés en tandem, impliqués dans les interactions
protéine-protéine. Il est suivi d’'un domaine FAT (FRAP ATM TRRAP) qui module I'activité kinase de
mTOR, d’un domaine FRB (FKBP12 Rapamycin Binding Domain) nécessaire a l'interaction de mTOR
avec le complexe rapamycine-FKBP12, puis d’'un domaine catalytique. Le domaine NR ou RD
(Repressor Domain) situé a I'extrémité carboxy-terminale de la protéine, domaine auto- inhibiteur
putatif, est suivi du domaine FATC (FAT C terminus) indispensable a I'activité kinase de mTOR. La

délétion d’un simple acide aminé de ce domaine abolit I'activité de mTOR 3%

. Raptor est une
protéine de 150 kDa dont le rdle est de recruter les substrats de mTOR qui possédent un domaine
TOS (TOR Signalling). Dans des conditions de privation en nutriments, Raptor se lie a mTOR avec une
haute affinité ce qui le maintient dans une conformation inactive. En milieu riche, cette interaction
est moins forte ce qui permet a mTOR de phosphoryler ses cibles ***. mLST8/GBL est une protéine de
36 kDa impliquée dans I'activation de mTOR par le biais des acides aminés.

PRAS40 (Prolin-rich Akt/PKB Substrate 40 kD) régule négativement I'activité de mTORC1 en
inhibant la liaison a ses substrats. La surexpression de PRAS40 inhibe les phosphorylations de 4E-BP1
et de S6K. Son inhibition spécifique augmente I'activation des cibles de mTORC1 en réponse a une
stimulation par les acides aminés 23",

- Fonctions de mTORC1
Son r6le majeur repose sur le contréle de la synthése protéique (Figure 13). Il intervient par le

biais de la phosphorylation des substrats impliqués dans la traduction d’ARN messagers. Parmi les

nombreux effecteurs de mTORC1, les mieux caractérisés sont la protéine kinase ribosomale p70S6K1
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(p70S6K ou S6K) et la protéine 4E-BP1 (4E-Binding Protein 1). De nombreux travaux portant sur
I'activité de la rapamycine ont utilisé le statut de phosphorylation de S6K sur la thréonine 389 et de
4E-BP1 sur les thréonines 37, 41 et 70, comme témoins de I’activité de mTOR.

Le complexe mTORC1 est également impliqué dans le controle de la biogenése des ribosomes,
de I'autophagie et du métabolisme cellulaire (du glucose et des lipides notamment).

S6K est une sérine thréonine kinase de la famille AGC. Elle est phosphorylée par mTOR aprés

315-316

interaction entre Raptor et son motif TOS. Cela induit la fixation de PDK1 qui phosphoryle a

317-318

son tour la protéine . Une fois activée, S6K phosphoryle la petite protéine ribosomale S6 (RPS6).

Ainsi, I'activation de S6K augmente la traduction des ARNm codant pour les protéines de la

machinerie ribosomale 3'°3%°

. La traduction des ARNm est un processus complexe qui nécessite
I'action concertée de facteurs d’initiation, de facteurs d’élongation et de facteurs de terminaison. Le
facteur elF4E initie la traduction protéique des ARNm a leur sortie du noyau par la formation du
complexe elFAF (elF4A, elFAE et elF4G), et le recrutement du facteur elF3 et de la sous unité
ribosomale 40S indispensables a la traduction. La formation du complexe elF4F est régulée par une
famille de protéines représentées par 3 petits polypeptides (4E-BP1/2/3). Les protéines 4E-BPs
répriment la traduction en rentrant en compétition avec elF4G pour sa liaison a elF4E. La protéine
4E-BP1, qui comprend un domaine TOS nécessaire a sa liaison a mTOR, présente 7 sites de
phosphorylation connus, dont au moins quatre nécessaires pour l'interaction avec elFAE. Lorsque 4E-
BP1 est hypophosphorylée, elle présente une grande affinité pour elF4E ce qui inhibe la traduction.
A l'inverse, lorsque 4E-BP1 est hyperphosphorylée, notamment par mTORC1, elle se dissocie d’elF4E

321 La rapamycine qui inhibe la

qui peut alors former le complexe elF4F et initier la traduction
phosphorylation des 4E-BPs et augmente son affinité avec elF4E empéche la traduction protéique.
Enfin, il est important de noter que S6K peut également influencer la traduction protéique en
participant a l'activation du complexe d’initiation de la traduction. En effet, dans des conditions de
privation en acides aminés, S6K inhibe la traduction en séquestrant elF3, alors qu’aprés stimulation
par des nutriments ou des facteurs de croissance, mTOR phosphoryle S6K, libérant ainsi elF3 qui va

pouvoir initier la synthése protéique. Ce processus inhibé par la rapamycine est donc dépendant de

mTORC1.
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Figure 13: Lien entre mTOR et la machinerie traductionnelle. Averous et al.,
Oncogene, 2006.

- Mécanisme d’activation et régulation du complexe mTORC1

Le complexe mTORC1 est un capteur du statut nutritionnel (acides aminés), énergétique (FC,
insuline, oncogénes) et métabolique (ratio AMP/ ATP), impliquant une régulation par de nombreux
mécanismes moléculaires.

Le complexe suppresseur de tumeur TSC1/TSC2 (Tuberous Sclerosis Complex) intervient dans la
régulation de I'activité de mTORC1. L'inhibition de ce complexe active mMTORC1 par le biais de
I'activation de Rheb (Figure 14). A noter que des mutations affectant les génes tscl ou tsc2 sont a
I’origine de la sclérose tubuleuse de Bourneville, une maladie génétique caractérisée par I'apparition
de tumeurs bénignes de type hamartomes, localisées dans le cerveau, les reins, le coeur, les yeux, les
poumons ou la peau.

AKT peut également activer le complexe mTORC1 indépendamment du complexe TSC1/TSC2, par

322 pPRAS40, régulateur négatif de I'activité de mTORC1, est un

I'intermédiaire de la protéine PRAS40
substrat d’Akt dont la phosphorylation génére un site de liaison pour la protéine chaperone 14-3-3

qui dissocie PRAS40 de mTORC1 (Figure 14).

47



La voie PI3K-AKT-mTOR

feadback
imhibiticn

mTORAC mTORC1
inactive active

Figure 14 : Co-régulation de mTOR par Rheb et PRAS40. Guertin et al., Cancer Cell, 2007.

Le complexe mTORC2
- Structure de mTORC2
Le complexe mTORC2 est constitué d’au moins quatre protéines : mTOR, mLST8/GBL, Rictor et
Sinl (Figure 15). Il est insensible a la rapamycine car le couple FKBP12-rapamycine ne peut pas se lier

323355 Contrairement @ mTORC1 ou seul Raptor est indispensable &

a mTOR au sein de ce complexe
I'activité du complexe protéique, I'intégrité de mTORC2 nécessite la présence de toutes les protéines
du complexe *%°. Contrairement 8 mTORC1, I'intégrité de mTORC2 n’est pas altérée par la déprivation

en sérum ou en acides aminés 2.

MTORC2 _—me

Figure 15: Structure du complexe mTORC2. Bhaskar et al., Dev Cell, 2007.

Rictor (Rapamycin-insensitive companion of mTOR) est une protéine de 200 kDa qui n’est pas
entierement caractérisée. Sa quantité intracellulaire est inversement proportionnelle a celle de
Raptor alors que la quantité de mTOR reste sensiblement la méme *". Il a par ailleurs été montré que
la déplétion de Rictor par un siRNA augmentait la quantité de Raptor et aboutissait a I'augmentation
du niveau de phosphorylation de S6K.

Il existe une interdépendance forte entre SIN1, mLST8/GBL et Rictor pour leur interaction avec
mTOR. En effet, SIN1 (SAPK Interacting protein 1) est indispensable a I'interaction entre mTOR et
Rictor. De méme, SIN1 ne peut interagir avec mTOR que dans des cellules ol Rictor est exprimé %%

326 || a également été montré que Rictor ne pouvait s’associer a mTOR qu’en présence de mLST8/GBL
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327 qui semble avoir un réle beaucoup plus important au sein du complexe mTORC2 qu’au sein du
complexe mTORC1. SIN1 permettrait de présenter des sites d’interactions pour des substrats du
complexe mTORC2, comme Akt.

- Fonctions de mTORC2

Le role biologique du complexe mTORC2 n’est pas aussi bien connu que celui de mTORCI1. Les
invalidations des différents composants des deux complexes et de mTOR lui-méme ont montré que
MTORC1 est fondamental pour les étapes précoces de I'embryogenése alors que mTORC2 est
nécessaire plus tardivement au cours de la gestation. L’'inhibition de Rictor ne modifie pas le statut
de phosphorylation de S6K contrairement aux composants de mTORC1, démontrant que mTORC2
possede probablement des cibles d’aval différentes de celles de mTORCL1.

MTORC2 joue un réle dans l'organisation du cytosquelette en modulant I'activité de la
protéine kinase C alpha (PKCa) et la polarisation du cytosquelette d’actine au cours de la croissance
cellulaire.

Il a par ailleurs été montré que SIN1 jouait un réle est important dans la stabilisation de
I'interaction entre Rictor et mTOR, et qu’il était indispensable a la phosphorylation d’Akt sur son
résidu Sérine 473. Un modele d’invalidation génétique d’'un composant de mTORC2 (fibroblastes
embryonnaires murins SIN1-/-) a permis de déterminer que la kinase PDK2 responsable de la
phosphorylation d’AKT au niveau de son motif hydrophobe jusqu’alors non formellement identifiée,

282,286 Ce modele a également permis de montrer que la phosphorylation de

n’est autre que mTORC2
la sérine 473 est indispensable pour la phosphorylation de certaines cibles d’AKT, notamment les
membres de la famille des facteurs de transcription Forkhead et pour la protection vis-a-vis du stress
apoptotique. En revanche, d’autres cibles d’AKT comme GSK3, TSC2, mTORC1 et S6K1 ne sont pas
influencées par l'invalidation de SIN1. Ces résultats suggerent que la phosphorylation d’AKT sur la

282, 286, 326

sérine 473 pourrait étre un reflet de sa spécificité plutét que de sa pleine activité . A noter

que la phosphorylation du résidu thréonine d’AKT par la PDK1 n’est pas influencée par mTORC2.

PI3K-AKT-mTOR et oncogéneése

La voie de signalisation PI3KAKT-mTOR joue un réle clef dans la régulation de différents
effecteurs cellulaires et participe a I'équilibre entre survie et mort cellulaire. Une des caractéristiques
des cellules cancéreuses est la rupture de cet équilibre entrainant une prolifération cellulaire non
controlée. Différentes anomalies de la voie PI3K-AKT-mTOR peuvent, sans étre un événement
suffisant dans I'oncogenése, constituer un événement favorisant le développement d’'une tumeur.

On peut par exemple observer une activation de récepteurs a tyrosine kinase (notamment PDGFR-
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KIT, IGFR, et HER 1-4) qui deviennent autonomes par rapport aux facteurs de croissance, une
surexpression de Ras, une perte de fonction de PTEN, une mutation de PI3K ou d’AKT, ou encore une
mutation inactivatrice d’une protéine de régulation de mTOR associée a AKT telle que TCS1 ou TCS2.
Enfin, la protéine p53 activée joue un réle de régulateur négatif de la voie mTOR, or la fonction de
p53 est souvent perdue dans les cancers et entrainerait donc une activation constitutive de m-TOR.

Il est a noter gu’aucune mutation de mTOR n’a été décrite a ce jour, ce qui en fait une cible

thérapeutique particulierement intéressante.

Interventions thérapeutiques

Les inhibiteurs de la voie PI3K-Akt-mTOR entrainent un blocage de la progression dans le cycle

cellulaire et ont donc un effet antiprolifératif.

Inhibiteurs de PI3K

De nombreux inhibiteurs de PI3K ont été développés comme la wortmannine en phase
préclinique, le LY-294002 en phase préclinique, le PX-866 en essai de phase | (dans le cancer du sein,
du cdblon, du pancréas, du poumon non a petites cellules, de la prostate et dans le gliome), le GDC-
0941 en étude de phase | (dans le lymphome, le cancer du sein, du poumon non a petites cellules, et
dans les tumeurs solides), le CAL-101 en essai de phase | (dans le myélome, le lymphome et les
leucémie), le XL-147 en essai de phase | (dans le cancer du poumon non a petites cellules et les
tumeurs solides) et le XL-765 en essai de phase | (dans le cancer du poumon non a petites cellules, et
dans le gliome) *. La wortmannine, est un métabolite fungique qui inhibe de maniére irréversible
I'activité de la sous-unité p110 de la PI3K de classe 1 en modifiant de fagon covalente un résidu lysine
présent dans son domaine catalytique tandis que le LY-294002, un dérivé de flavonoide, inhibe de
maniere réversible I'activité de cette sous-unité. Ces deux molécules inhibent également d’autres

39 Ces deux molécules ont été

cibles de la voie métabolique comme la protéine mTOR
fréquemment utilisées pour étudier le role de la voie des PI3K dans différents processus biologiques
mais n’ont jamais été utilisés en pratique clinique en raison de leur insolubilité en solution aquese et

de leur toxicité.

Inhibiteurs d’AKT
De méme, de nombreux inhibiteurs d’AKT ont été développés comme le A-443654 en
phase préclinique, le GSK690693 en essai de phase | (dans la leucémie et le lymphome), le VQD-002
(API-2) en essai de phase | et Il (dans le cancer du poumon non a petites cellules, de la prostae et

dans la leucémie et le lymphome), le KP372-1 en phase préclinique et le KRX-0401 (Perifosine) en
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essai de phase Il (dans le myélome multiple, les leucémies, le cancer du poumon non a petites

cellules et les tumeurs solides) **.

Inhibiteurs de PDK1
Il existe également des inhibiteurs non spécifiques de PDK1 comme le OSU-03012 et le

Celecoxib (Celebrex®) qui est aussi un inhibiteur de COX2.

Inhibiteurs de mTOR

La rapamycine, ou sirolimus, est un antibiotique qui a initialement été étudié pour ses
propriétés antifongiques, puis pour ses propriétés immunosuppressives (Rapamune®, utilisé en
pratique courante dans le traitement anti-rejet de greffe). Secondairement, ses propriétés anti-
prolifératives et pro-apoptotiques ont été mises en évidence sur les cellules tumorales, a I'origine du
développement des rapalogues (analogues de la rapamycine), la rapamycine elle-méme n’ayant pas
été développée dans le domaine de la cancérologie. Ces rapalogues sont le temsirolimus,
I’everolimus et le deforolimus. Ce sont des inhibiteurs de mTORCL1.

Le temsirolimus, ou CCI-779 (Torisel®), est un analogue hydrosoluble de la rapamycine,
d’administration orale ou intraveineuse. Contrairement aux autres molécules, il s’agit d’une
prodrogue qui s’hydrolyse en quelques minutes et est ainsi transformée en sirolimus. Les études
précliniques ont montré qu’une administration intermittente de ce médicament diminuait ses
propriétés immunosuppressives tout en permettant de conserver ses propriétés anti-tumorales. La
principale toxicité dose limitante du temsirolimus est une thrombopénie réversible et
exceptionnellement symptomatique. Les autres toxicités sont des réactions cutanées, des mucites, et
des perturbations du bilan lipidique. Une toxicité pulmonaire tardive, a type de pneumopathie

330 Ce médicament est actuellement commercialisé dans le

interstitielle, a également été décrite
carcinome rénal a cellules claires métastatique. L'everolimus, ou RADOO1 (Afinitor®), est un autre
analogue de la rapamycine qui s’administre par voie orale. Les toxicités sont la encore modérées,
avec quelques rashs cutanés, des thrombopénies, leucopénies, et des dyslipidémies. Ce médicament
est en cours de commercialisation dans les cancers du rein résistants aux anti-angiogéniques.
Différents essais cliniques ont aussi été réalisés avec notamment une activité dans les tumeurs

endocrines **%.

Le deforolimus, ou AP23573 est le troisieme analogue de la rapamycine,
d’administration intraveineuse, et dont les propriétés inhibitrices sur mTOR ont été démontrées in
vitro. Les toxicités dose-limitantes les plus importantes dans les essais de phase | étaient des

ulcérations buccales, et des rashs cutanés. Il n’était pas observé d’effet immunosuppresseur >*2.
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Mécanisme du recrutement

Les chimiokines sont des petites cytokines de 8 a 12 kDa, pro-inflammatoires,
chimioattractantes, et majoritairement solubles. Elles sont caractérisées par la présence de quatre
résidus cystéine déterminant leur structure tridimensionnelle et sont classées en quatre sous-
familles en fonction de Il'espacement entre les deux premiéres cystéines situées en région N-
terminale (Figure 16): la famille CXC ou alpha, posséde un acide aminé entre les deux premieres
cystéines ; la famille CC ou beta, possede deux cystéines adjacentes ; la famille CX3C ou delta, dont
I'unique membre, la Fractalkine, posséde trois acides aminés entre les deux premiéres cystéines ; et
la famille C ou gamma, dont 'unigue membre ne possede qu'une seule cystéine. La chimiokine

CXCL12 (stromal cell-derived factor-1) appartient a la famille alpha.

Figure 16: Représentation des 4 familles
Les 4 sous-familles de chimiokines
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Elles se lient spécifiquement a des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés aux

333-335 336-337 L

protéine G . Plus de 50 chimiokines et de 20 récepteurs ont été identifiés a ce jour a
plupart des chimiokines peuvent se lier a plusieurs récepteurs et le méme récepteur peut accepter
plusieurs chimiokines. La chimiokine CXCL12 se lie aux récepteurs CXCR4 et CXCR7 mais CXCR4 ne
peut recevoir que CXCL12. La quasi-exclusivité de l'interaction entre CXCL12 et CXCR4 explique
I'importance du réle biologique de cette voie de signalisation. Il a en effet été montré que
I'invalidation des genes codant pour CXCL12 et pour CXCR4 était Iéthale au stade embryonnaire chez

la souris en raison d’'un défaut de migration des cellules souches hématopoiétiques du foie fétal a la
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moelle osseuse embryonnaire et d’'un défaut de développement du systéeme cardio-vasculaire et du

cerveau 33%3%,

La chimiokine CXCL12

Chez I'nomme, il existe deux isoformes de la chimiokine CXCL12, CXCL12a et CXCL12p, issues
de I'épissage alternatif d’'un méme géne. La chimiokine CXCL12 exprimée par I'endothélium de la
moelle osseuse, les fibroblastes et les ostéoblastes joue un rble déterminant dans la migration

cellulaire et dans le maintien des cellules souches hématopoiétiques CXCR4+ dans le

338, 340-342

microenvironnement de la moelle osseuse . CXCL12 est exprimée de facon physiologique par

de nombreux organes tels que le poumon, le foie , le muscle squelettique, le cerveau, le rein, le

343

ceceur, la peau et la moelle osseuse “*. Elle est également exprimée en cas de souffrance tissulaire

344-345

hypoxique (infarctus du myocarde , ischémie de membres ***3%)

, toxique (hépatite

349 350

médicamenteuse®*?, post-chimiothérapie **°), hypovolémique (hémorragie abondante **°) ou liée a
Iirradiation. Il a été montré que le facteur HIF1 (hypoxia-inducible factor) surexprimé en cas de
souffrance tissulaire (hypoxie, stress cellulaire ou lésion traumatique) activait I'expression de
CXCL12 par les cellules endothéliales et favorisait donc par ce biais le recrutement des cellules
souches de tissus différenciés CXCR4 + qui participent a la régénération ***. L’expression de CXCL12

est également activée par le facteur de transcription NF-kB**%

A l'inverse, I'expression de CXCL12
est diminuée par les corticoides ***et le TGFB1 ***. Les corticoides exercent un double effet négatif en
cas de souffrance tissulaire puisqu’ils diminuent a la fois le recrutement des cellules inflammatoires

CXCR4+ et celui des cellules souches destinées a la régénération au niveau du site endommagé ***

354

Le récepteur CXCR4

Le récepteur CXCR4 peut étre considéré comme un marqueur de cellules souches puisqu’il
est exprimé par les cellules souches embryonnaires pluripotentes, par les cellules souches de tissus
différenciés **° (neurales, musculaires lisses, myocardiques, endothéliales, hépatocytaires,
d’épithélium pigmentaire de la rétine) ainsi que par des cellules germinales primordiales **. CXCR4
est également exprimé par les cellules souches hématopoiétiques CD34+, les lymphocytes T, les
lymphocytes B, les monocytes, les macrophages, les polynucléaires neutrophiles et éosinophiles et
les cellules matures de nombreux organes. Comme CXCL12, en situation de souffrance tissulaire ,

CXCR4 est surexprimé dans les tissus.
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Son expression est régulée par des facteurs de transcription de la famille des génes PAX

3%53% Le promoteur du géne codant pour CXCR4

(Paired-box) impliqués dans I'organogénese
comporte plusieurs sites de liaison pour les génes PAX *%3°7 Neuf génes PAX différents (1 a 9) ont
été décrits. Il existe une spécificité d’expression des génes PAX selon les tissus permettant d'assurer
une migration adaptée des cellules souches selon leur devenir programmé au cours de
I'organogénése **. A noter que les génes PAX sont exprimés de fagon aberrante dans certaines
tumeurs comme les rhabdomyosarcomes ou les cancers bronchiques a petites cellules qui expriment

358

également fortement le CXCR4 *°. L’expression de CXCR4 est également régulée par des facteurs

impliqués dans la souffrance tissulaire tels que le NF-kB **, le HIF1 **, les glucocorticoides *®, la

lysophosphatidylcholine *%, le TGFB1 %, le VEGF %, I'IFNa ***et les interleukines (IL2, IL4 et IL7) **>

366

Mécanisme d’activation de la voie CXCL12-CXCR4

La fixation de la chimiokine CXCL12 sur son récepteur CXCR4 entraine sa dimérisation et met
en jeu une protéine G intracellulaire. A Iétat inactif la protéine G constitue un hétérotrimére
comportant trois sous-unités Ga, GB et Gy. La sous-unité Ga est liée a une molécule de GDP
(guanosine diphosphate). L’activation de CXCR4 induit des modifications structurales qui favorisent
son couplage a la protéine G. Il en résulte un échange du GDP par du GTP (guanosine triphosphate)
qui conduit a la dissociation du complexe hétérotrimérique en Ga-GTP et GPy. Les sous-unités
dissociées activent alors différents effecteurs intracellulaires ou membranaires. CXCR4 est lié a la
sous-unité Ga et ses résidus tyrosines situés en région C-terminale sont phosphorylés, probablement

du fait de lactivation et de sa liaison aux récepteurs des kinases JAK2 et JAK3 3¢. L

a
déphosphorylation du GTP en GDP de la sous-unité Ga par la protéine RGS (Regulator of G-protein
signaling) met fin au signal d’activation. Le complexe Gafy se recompose, stabilisant alors la liaison
du GDP au niveau de la sous-unité Ga. Le complexe CXCL12-CXCR4 est rapidemment internalisé par
le biais d’'un mécanisme impliquant une kinase spécifique des récepteurs couplés aux protéine G

%9 Le CXCR4 internalisé peut étre a nouveau exprimé a la

(GRK) *®® suivi de la liaison a la B-arrestine
surface des cellules. En plus de mettre fin a I'activation de CXCR4, I'internalisation du récepteur est
nécessaire a l'activation de plusieurs voies de signalisation impliquées dans le chimiotactisme et
I'activation de la voie ERK ¥,

Les polynucléaires neutrophiles des malades porteurs du syndrome de Whim (maladie
orpheline associant verrues, hypogammaglobulinémie, infections bactériennes récidivantes et

rétention médullaire de neutrophiles matures) présentent une altération de la réponse
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chimiotactique a CXCL12 en rapport avec un défaut de désensibilisation du récepteur CXCR4. Dans
cette maladie, CXCR4 est tronqué dans sa partie C-terminale ce qui empéche I'action de la GRK et
donc son internalisation >’

On décrit 4 isoformes a la sous-unité Ga (Ga,, Ga;, Ga, et Gay,) chacune induisant des

373-374

signaux intracellulaires différents . Il a longtemps été admis que le CXCR4 se liait uniqguement a

I'isoforme Ga;, cependant des données récentes suggerent que CXCR4 se lie également avec les

368

autres isoformes de la sous-unité Ga La toxine pertussique inhibe la liaison du récepteur avec

Gai.

Effets biologiques de la voie CXCL12-CXCR4

La voie CXCL12-CXCR4 a fait I'objet de beaucoup de travaux de recherche expérimentale dans
le cadre des systéemes hématopoiétique et lymphopoiétique. La liaison de CXCL12 a son récepteur
induit divers signaux cellulaires tels que la motilité, le chimiotactisme, I'adhésion, la survie, la
prolifération et la sécretion de métalloprotéases matricielles, de facteurs pro-angiogéniques et de

facteurs de transcription (Figure 17).

(cxcLiz) Figure 17: Voie de signalisation
' CXCL12-CXCR4.
Teicher et al., Clin Cancer Res, 2010.
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Ces différents signaux sont médiés par |'activation des canaux calciques, de molécules
d'adhésion riches en proline, de la PKC notamment la PKCT qui aurait un réle important dans le
recrutement des cellules souches >, des facteurs de transcription STAT, des phosphatases SHIP1,
SHIP2 et €D45 *’°, de la voie MAPK-ERK-ELK1 et de la voie PI3K-AKT-NFkB **% 37370377379 (Eigyre 18).

L'interaction CXCL12-CXCR4 active également la voie de signalisation Ras, plusieurs kinases src telles

55



que Src, Lyn, Fyn, Lck, la molécule activatrice des lymphocytes T ZAP-70, vav **°

GTPases jouant un role fondamental dans la migration cellulaire

——AA

F

|

.

]
\ B
[k, Tyx |

|

Recrutement

ainsi que des petites

381-384

Figure 18 : Voies de signalisation activées
par l'interaction CXCL12-CXCR4.
Kucia et al., stem cells, 2005.
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L’activation des canaux calciques semble étre induite par I’'hétérodimere GBy qui active la
phospholipase C, en particulier la PLCB. Celle-ci qui catalyse la réaction d'hydrolyse du PIP,
(phosphatidyl inositol bisphosphate) en |P; (inasitol-3-phosphate) et DAG (diacylglycérol) ce qui
provoque un influx calcique intracellulaire ** et I'activation de nombreuses protéines kinases comme
la PKC. L'activation d’intégrines a la surface des cellules favorise leur adhésion a diverses molécules
comme la fibronectine, le fibrinogéne, VCAM1 (molécule d’adésion vasculaire) et ICAM1 (molécule

342,355,371, 385386 ) o5 kinases JAK2, JAK3 *7° et Tyk-2 37 activent les facteurs

d’adhésion intracellulaire)
de transcription STAT (Signal Transducers and Activators of Transcription) par phosphorylation de
leurs résidus tyrosine qui induit leur dimérisation et leur entrée dans le noyau. Ces derniers sont
impliqués dans la régulation de différents processus cellulaires tels la croissance, la différenciation, la
survie ou l'apoptose. L’activation des STAT ne semble pas concerner les cellules souches
hématopoiétiques humaines CD34+*% ou de nombreuses lignées de cellules lympho-
hématopoiétiques matures >’

Des expériences réalisées a partir de lignées de cellules embryonnaires humaines de rein ont
montré que la coopération des deuxieme et troisieme domaines intracellulaires de CXCR4 et de sa
région C-terminale était nécessaire a la réponse chimiotactique suggerant qu’elle implique plusieurs

389

voies de signalisation complémentaires *. En effet, il a été montré que les deux voies métaboliques

PI3K-AKT ** 3%° et MAPK-ERK étaient impliquées dans le chimiotactisme. L’activation de la PI3K
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entraine la phosphorylation de plusieurs molécules d'adhésion riches en proline comme la protéine
tyrosine kinase PYK2, la p130CAS (Crk-associated substrate), FAK (focal adhesion kinase), la paxilline,
Nck, Crk, et la Crk like protéine (Crk-L) **”3”°. Le proto-oncogéne Crk (ou c-Crk ou p38) appartient a la
famille des protéines adaptatrices capables de se lier a des protéines phosphorylées sur des résidus
tyrosine par I'intermédiaire de leurs domaines SH2 et SH3. La voie des MAPK-ERK intervient par le

374, 391
" 770 Les

biais de la protéine kinase C (PKC) ou par le biais de la sous-unité Gai qui active ERK
phosphatases SHIP1 et SHIP2, ainsi que la phosphatase membranaire hématopoiétique CD45, sont
également impliquées dans le chimiotactisme **°.

L'interaction CXCL12-CXCR4 joue par ailleurs un réle important dans la régénération
cellulaire. Dans des conditions de souffrance tissulaire telle que I'hypoxie, le stress cellulaire ou les
|ésions traumatiques, le facteur HIF1 (hypoxia-inducible factor) et le facteur de transcription NF-kB
activent 'expression de la chimiokine CXCL12 par les cellules endothéliales et de son récepteur ***%,
CXCL12 favorise ainsi la constitution d’un micro-environnement favorable a la régénération tissulaire

en recrutant les cellules souches de tissus différenciés CXCR4+ au sein des tissus endommagés >**>*®

393-396

Le fait que CXCR4 soit exprimé par diverses cellules épithéliales malignes et plusieurs cancers
hématologiques et que les mécanismes induits par I'interaction CXCL12-CXCR4 soient couramment
impliqués dans la progression tumorale laisse supposer que cette voie puisse étre impliquée dans la
pathogénie du cancer en particulier dans la formation de métastases par la biais mécanisme
similaires a celui de la régénération tissulaire **. Par ailleurs, de la méme fagon que la souffrance
tissulaire constitue un signal chimiotactique pour les cellules souches impliquées dans la
régénération, l'inflammation chronique pourrait favoriser la formation de métastases des cellules
souches cancéreuses **.

Aucune déficience de la voie CXCL12-CXCR4 n’a été décrite chez ’lhomme.

Modulateurs de la voie CXCL12-CXCR4

CXCR4 est activé par des molécules impliquées dans I'inflammation et la souffrance cellulaire
comme I'anaphylatoxine C3a (issue du complément), 1a ges-arg C3a (issue de la dégradation de C3a par
la carboxypeptidase) et I'acide hyaluronique®® **>3%”; dans la coagulation comme le fibrinogéne, le
récepteur soluble de I'urokinase suPAR et la thrombine ; ou dans I'activation cellulaire telles VCAM-
1, ICAM-1 et le PMV (Platelet-derived microvesicles)* 3%,

A l'inverse, CXCR4 est inhibé dans les lymphocytes B et les lymphocytes T par MIP-1B ou

RANTES, qui activent un autre récepteur de chimiokine couplé aux protéines G, le CXCR5 ***%. Le
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mécanisme de cette désensibilisation pourrait impliquer la protéine RGS. Toute anomalie de
I’extrémité N-terminale et/ou du premier domaine extracellulaire de CXCR4 qui constituent le site de
fixation de CXCL12 peut également inhiber I'activité du récpeteur. Ainsi, I'hyposulfatation de sa
région N-terminale *** ou le clivage de CXCR4 par une protéase dérivée des leucocytes *** inhibent la
voie métabolique. La protéase dérivée des leucocytes sécrétée lors de phénoménes inflammatoires
entrainant ainsi I'accumulation de monocytes et de lymphocytes sur le site inflammatoire.

Par ailleurs, des molécules comme certains antifongiques de la famille des polyenes
(amphotéricine B, nystatine) peuvent inhiber la voie métabolique en perturbant la teneur lipidique

de la membrane plasmique et donc I'incorporation du CXCR4 %,

La théorie des cellules souches cancéreuses

Plusieurs travaux suggerent que les cellules cancéreuses pourraient se développer a partir
de cellules souches de tissus différenciés. Ces derniéres ont une longue durée de vie les exposant a

403-405

I'accumulation d’erreurs génétiques favorisant leur transformation maligne . Ce phénomene,

6

initialement mis en évidence dans les leucémies **, a également été montré dans les tumeurs

solides*®’*%®

. Selon cette théorie, les cellules souches cancéreuses existent a |'état quiescent ce qui
peut expliquer la résistance tumorale relative aux agents cytostatiques qui ciblent les cellules en
division. Par ailleurs, elles sont capables d’auto-renouvellement ce qui peut expliquer les récidives
tumorales apres traitement.

Le CXCR4 est exprimé par les cellules souches normales des tissus différenciés ainsi que par
les cellules souches cancéreuses qui en sont dérivées. On peut comprendre ainsi que la formation de
méastases puisse étre secondaire a l'attraction des cellules tumorales CXCR4+ par des organes
exprimant fortement le CXCL12 comme les ganglions lymphatiques, les poumons, le foie ou les os
selon un mécanisme similaire a celui observé dans la migration et le recrutement des cellules

souches normales. Plusieurs travaux expérimentaux ont en effet montré que la formation de

métastases osseuses dans le cancer du sein®”, de I'ovaire*® et de la prostate41°, ainsi que dans le

5 11

rhabdomyosarcome®> et le neuroblastome®' était secondaire au passage sanguin de cellules

tumorales CXCR4+ sous l'influence du CXCL12.

La théorie des cellules souches endomeétriales

Méme si de nombreuses études ont mis en évidence I'existence de cellules souches
endométriales provenant de la moelle osseuse, des études récentes montrent également la présence

de cellules souches différenciées dans 'endométre humain*2. Des cellules souches épithéliales,

58



Recrutement

endothéliales et mésenchymateuses contribuant a la régénération rapide de I'endometre aprés les

menstruations ont été décrites *“.

La présence de cellules souches mésenchymateuses dans
I'endomeétre ectopique de malades endométriosiques a par ailleurs été montrée®™. Ainsi, les
phénomeénes impliqués dans le recrutement des cellules endométriales au niveau de sites
endométriosiques ectopiques pourraient étre comparables a ceux impliqués dans le recrutement des
cellules souches de tissus différenciés pour la régénération tissulaire ou de cellules souches

cancéreuses pour la formation de métastases.

Modeéle du recrutement cellulaire

La mobilisation, la migration et le recrutement des cellules souches différenciées est un
processus qui s’effectue en plusieurs étapes *** *** (Figure 19). Les cellules souches doivent quitter
leur niche pour les cellules normales et la tumeur primitive pour les cellules souches cancéreuses
destinées a former des métastases puis emprunter la circulation sanguine ou lymphatique. Les
cellules migrent selon un gradient chimiotactique spécifique qui les oriente vers |‘organe
correspondant ou vers le site métastatique. Arrivées a destination, les cellules se fixent a la paroi
endothéliale des capillaires puis la franchissent grace a la sécrétion de métalloprotéases matricielles
(MMP) qui détruisent la matrice extra-cellulaire. Les cellules souches se greffent ainsi au niveau de

leur nouveau site d’acceuil et se développent dans un micro-environnement favorable.

Organ/Tissue Tumor

Figure 19. Role de l'interaction CXCL12-CXCR4
dans la migration des cellules souches

normales et des cellules souches
j \

metastatiques. Kucia et al., Stem Cells, 2005.
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Mobilisation et détachement des cellules souches
Le détachement des cellules souches du site initial a été décrit dans le systéme
hématopoiétique. Deux hypothéses opposées ont été évoquées pour expliquer le détachement des
cellules souches hématopoiétiques de la moelle osseuse. La premiéere suggére que la moelle osseuse
sécrete des enzymes protéolytiques dégradant le CXCL12 et inactivant le CXCR4. En faveur de cette
hypothese, il a été montré que la diminution de la concentration endogéne de CXCL12 dans la
moelle osseuse aprés perfusion de G-CSF ou de cyclophosphamide pouvait provoquer la mobilisation

3418 1 5 deuxieme hypothese

des cellules souches hématopoiétiques dans la circulation sanguine
évoque au contraire une stimulation de la moelle osseuse par du CXCL12 exogene’” induisant la
sécrétion de la métalloprotéase matricielle MMP-9 par les cellules souches hématopoiétiques. Ce
mécanisme favoriserait le transfert des cellules souches hématopoiétiques de leur niche osseuse a
une niche endothéliale *** 3°® |es rendant ainsi disponibles pour un passage dans la circulation

sanguine. L’activation de la migration des cellules hématopoiétiques par des petits analogues

peptidiques de CXCL12 (CTCE0021)*" est un argument en faveur de cette derniére hypotheése.

Motilité cellulaire et chimiotactisme dirigé
Une fois dans la circulation sanguine, les cellules souches sont soumises a une
chimioattraction qui les oriente vers une nouvelle niche tissulaire ou vers le lieu de métastase.

CXCL12 constitue un facteur chimiotactique puissant pour les cellules souches normales et les

340, 342, 355, 418-420

cellules souches cancéreuses . Elle intervient également sur la motilité cellulaire par le

biais de réarrangements conformationnels des protéines du cytosquelette. Il a été montré que le

CXCL12 augmentait la distance et la vitesse de déplacement de certaines cellules cancéreuses cell ***

M8 Ces phénomeénes sont altérés par deux inhibiteurs de la PI3K, le LY-294002 et la wortmannine,

ainsi que par la toxine de pertussique qui inhibe spécifiquement la signalisation médiée par Gai**>*"*

1 Le role de la voie PI3K-AKT dans la motilité cellulaire est également suggéré par une étude qui a
montré que des cellules murines porteuse de la mutation de PTEN, régulateur négatif de I'activation
d’AKT, présentaient une augmentation de la phosphorylation d’AKT ainsi qu’une meilleure réponse

422

chimiotactique a CXCL12 La motilité cellulaire et le chimiotactisme médiés par CXCL12

impliqueraient également la voie MAPK-ERK et la voie des phosphatases *’°.

Adhésion cellulaire
Une fois dans la circulation sanguine, les cellules souches adhérent a I'endothélium des
capillaires situés au niveau du site cible. Il a été montré que CXCL12 activait des molécules
d'adhésion telles les intégrines LFA1 (Lymphocyte function-associated antigen), VLA4 (very late

activation antigen) et VLAS5 a la surface des cellules souches hématopoiétiques humaines CD34+
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favorisant ainsi I'adhésion des cellules a la fibronectine, au fibrinogene, au stroma et aux cellules

342, 395, 423

endothéliales . Il existe une interaction spécifique entre le LFA1 et la molécule d'adhésion

intracellulaire ICAM1 et entre le VLA4 et la molécule d'adhésion vasculaire VCAM1 qui est inhibée

par la toxine pertussique et la cytochalasine D. Cela montre Il'implication des protéines en aval de la

342

signalisation médiée par Gai et l'exigence d'un cytosquelette intact De plus, il existe une

activation mutuelle entre CXCR4 et les molécules d’adhésion puisque ces derniéres favorisent

I’expression et I'activité de CXCR4 ***.

3 pour

Des mécanismes similaires ont été décrits dans I'adhésion des cellules tumorales
exemple, Il a été montré que les cellules de cancer bronchique a petites cellules pouvaient adhérer
au stroma dérivé de moelle osseuse en réponse a une stimulation par CXCL12 par I'intermédiaire de

I'interaction VLA4-VCAM1 **.

Sécrétion cellulaire
Les cellules souches circulantes sécrétent de nombreuses molécules telles que des facteurs
de croissance, des cytokines ou des enzymes protéolytiques leur permettant d'interagir avec
I’environnement et d’intervenir dans la régulation autocrine-paracrine de leur réserve “**%%,
L'activation du facteur de transcription NF-kB régule la sécrétion de ces molécules. Il a été montré
que le CXCL12 stimulait la sécrétion de métalloprotéases matricielles (MMP-2 et MMP-9), d'oxyde
nitrique et de facteurs proangiogéniques commme le VEGF par les cellules normales et les cellules

371, 386, 398, 423

cancéreuses . Ces facteurs sont impliqués dans la traversée de la barriere endothéliale,

dans I'angiogénese et dans le dialogue entre les cellules CXCR4+ et I'endothélium (VEGF, HGF).

CXCL12 joue par ailleurs un réle important dans l'angiogenése a la fois directement par

chimioattraction des cellules endothéliales CXCR4+ et indirectement par le biais de la sécretion de

429-430

facteurs angiogéniques comme le VEGF selon des mécanismes similaires a ce que I'on peut

410, 418

observer dans les tumeurs . Ainsi, en réponse a CXCL12, les cellules cancéreuses sécrétent des

431 432-433

facteurs angiogéniques™" et des métalloprotéinases

Survie et prolifération cellulaire
Les cellules souches différenciées doivent survivre et se développer au niveau de leur site
d’accueil. Le role des chimiokines dans la survie et la prolifération cellulaire est controversé. Il a été
montré que le CXCL12 se comportait comme un facteur de survie autocrine pour les cellules

34 D’autres

mononucléaires de moelle osseuse par le biais de I'activation de la voie PI3K-AKT
travaux, au contraire, ne montrent aucun impact de CXCL12 sur la survie et la prolifération cellulaire
des cellules souches normales CD34+, des lignées cellulaires érythroblastiques, de mégacaryoblastes

et de cellules myéloides *’* alors que dans plusieurs lignées cellulaires ainsi que dans les cellules
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normales CD34+, CXCL12 induit la phosphorylation de ERK et de AKT connues pour étre impliquées
dans la survie et la prolifération cellulaire.
Par ailleurs, il a été démontré que le CXCL12 stimulait la prolifération des astrocytes par le

410, 436

biais de I'activation de ERK ***, des cellules de cancer de prostate et des cellules issues de

gliomes et de glioblastomes avec un effet corrélé a I'activation prolongée de AKT et de ERK **’.

Dans les lignées cellulaires ou CXCL12 ne semble pas avoir d’'impact direct sur la survie et la
prolifération cellulaire un effet indirect médié par I'adhésion intercellulaire ou avec des facteurs de
survie co-exprimés dans les tissus surexprimant CXCL12. Il a été montré que les signaux générés par
I’adhésion cellulaire pouvaient prévenir la mort cellulaire par "anoikis" (mort cellulaire initiée a la
suite du détachement d'une cellule de la matrice extracellulaire) **®. Enfin, il est possible que le

CXCL12 augmente la prolifération cellulaire par le biais de la sécrétion d'autres facteurs de croissance

autocrine.

Interventions thérapeutiques

Les cibles thérapeutiques conduisant a bloquer la voie CXCL12-CXCR4 doivent intéresser
I'interaction entre le ligand et son récepteur ou les voies d’aval. Un inhibiteur de CXCR4, le plérixafor
ou BKT140 ou Mozobil®, et des anticorps anti-CXCR4 ou anti-CXCL12 ont été testés dans différents

cancers **°.

Le plérixafor est une petite molécule avec deux noyaux cyclames reliés par un pont
phénylene. Cette molécule est commercialisée en France depuis 2010 et est utilisée dans I'auto-

greffe de moelle dans les lymphomes non-hodgkiniens et les myélomes multiples.
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Démarche expérimentale

Démarche expérimentale

Seule I'exérese chirurgicale des Iésions d’endométriose permet un traitement curatif de la
maladie. Dans le cas de I'endométriose profonde, en particulier en cas d’atteinte rectale, la chirurgie
est extensive et associée a une morbidité significative. Elle est doit étre réservée a des patientes tres
douloureuses ayant résisté ou échappé au traitement médical, ou réalisée dans le cadre d'une
stratégie d’assitance a la procréation médicale. La population intéressée est en effet constituée de
femmes jeunes porteuses d’une maladie bénigne. Les traitements médicaux utilisés reposent sur une
hormonothérapie visant a bloquer la fonction ovarienne. lls inhibent la production d’cestrogenes par
I’ovaire, mais ne permettent pas de contréler la production locale d’cestrogenes par I'aromatase au
sein des lésions d’endométriose. Leur effet n’est que suspensif et souvent transitoire avec une
récidive de la symptomatologie douloureuse apres 6 mois de traitement chez plus de la moitié des
patientes. Par ailleurs, ces traitement présentent de nombreux effets secondaires souvent mal

tolérés #4044

et sont contraceptifs donc incompatibles avec une grossesse.

Il n’existe a ce jour aucun traitement médical ciblant les mécanismes a I'origine de la maladie
endométriosique. Des études expérimentales ont récemment ouvert d’autres perspectives
thérapeutiques que les traitements hormonaux classiques comme les anti-aromatases >* et les anti-
oxydants *. Ces voies de recherche sont encourageantes, mais il persiste des zones d’ombre
physiopathologiques empéchant d’appréhender compléetement les complexités biologiques et
cliniques de cette maladie hétérogene. En effet, méme s’il existe vraisemblablement des mécanismes
métaboliques communs entre les différents types d’endométriose, I'endométriose profonde
constitue une forme anatomo-clinique a part. L'objectif de notre travail était a la fois d’affiner nos
connaissances en explorant différents mécanismes potentiellement impliqués dans le
développement de la maladie et d’identifier des molécules capables d’intervenir sur ces mécanismes.

Notre démarche expérimentale a été articulée autour de deux concepts. Le premier repose
sur I’hypothése que la maladie endométriosique prend naissance dans I'endomeétre eutopique, et le
second repose sur le modele physiopathologique du reflux tel que I’a décrit John A.Sampson dans les
années 1920. Comme plusieurs travaux expérimentaux I'ont suggéré, nous avons considéré que le
point de départ de la maladie était 'endometre eutopique dans lequel des déréglements
métaboliques seraient initiés. Au cours du reflux menstruel, les cellules endométriales modifiées
dispersées dans la cavité péritonéale ne seraient pas éliminées par le systéme immunitaire local »’®

77 1l en résulterait une inflammation chronique locale responsable d’une production accrue de
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cytokines ® % 7% de prostaglandines 3, de facteurs de croissance et de facteurs pro-angiogéniques
favorisants eux-mémes le développement de I'endométriose selon une autorégulation positive *°. De
maniére concommitante, les anomalies métaboliques initiales seraient amplifiées et aboutiraient a
des signaux de prolifération * % de survie cellulaire * ** et de néoangiogénése **®. Les implants
endométriosiques ainsi constitués évolueraient pour leur propre compte et auto-entretiendraient
leur développement. L'ensemble de ces anomalies résulteraient en partie d’'une dérégulation
hormonale au sein des lésions endométriosiques °. Sous I'influence d’un micro-environnement
inflammatoire propice, les modifications des cellules endométriales conduiraient a favoriser leur
recrutement, leur adhésion et leur implantation a la surface du péritoine. Il a été montré que les
cellules endométriosiques surexprimaient des enzymes protéolytiques >°> créant des zones

56-59

d’adhérence au péritoine favorables a I'implantation des cellules , ainsi que des molécules

d’adhésion °*°!. Plusieurs travaux ont montré des similitudes de comportement entre les cellules

endométriosiques et les cellules cancéreuses. Les cellules endométriosiques présentent en effet une
capacité de dissémination en s’'implantant au niveau de sites ectopiques variés (ganglionnaires et a
distance du pelvis), d’invasion en infiltrant I'espace sous-péritonéal et la paroi des organes, de
prolifération et de néoangiogénése . Certains mécanismes a I'origine de I'endométriose seraient
communs a ceux impliqués dans le développement du cancer.

Il existe a ce jour peu de travaux portant sur les caractéristiques cellulaires spécifiques des
lésions d’endométriose profonde. Dans un premier temps nous avons voulu mettre en évidence le
phénotype hyperprolifératif des cellules endométriosiques profondes a I'image du phénotype
hyperprolifératif des cellules endométriosiques de kystes ovariens *. Un travail réalisé dans I'équipe
montrait que I'augmentation de la prolifération des cellules endométriosiques de kystes ovariens
était liée & une activation de la voie ERK par le biais du stress oxydant *. Par analogie, nous avons
testé ces deux voies métaboliques dans I'endométriose profonde. En outre, plusieurs études ont
suggéré que le stress oxydant était impliqué dans la pathogénie de 'endométriose. De méme, il a été
montré que la voie des MAPKinases jouait probablement un réle clef dans le développement de la

2

maladie **. Puis par analogie avec le cancer, nous nous sommes intéressés a la voie AKT. Le réle

d’AKT dans I'endométriose a été suggéré par plusieurs constatations. La mutation du géne P3KCA

responsable de I'activation constitutive d’AKT est la mutation la plus fréquemment rencontrée dans

108-109

les carcinomes ovariens a cellules claires *** associés a 'endométriose . Une activation d’AKT

444

dans les cellules épithéliales d’endométriomes ovariens ", probablement en rapport avec

445

I’hypercestrogénie locale ™, a été rapportée. Par ailleurs, il a été montré que le défaut d’'un

N

antagoniste spécifique du récepteur a l'cestradiol dans les cellules stromales de I'endométre

eutopique engendrait une activation d’AKT **°.

65



Démarche expérimentale

Nous avons travaillé a partir de prélevements humains réalisés au cours d’interventions
chirugicales. L'endomeétre témoin et le liquide péritonéal témoin étaient prélevés chez des femmes
au cours d’interventions permettant d’affirmer I'absence d’endométriose. L'endomeétre eutopique,
I'’endometre ectopique et le liquide péritonéal de femmes endométriosiques étaient prélevés au
cours de la chirurgie d’endométriose profonde avec atteinte rectale. Ces prélevements ont été
utilisés pour des études cellulaires, histologiques, immunohistochimiques mais également comme
greffe tissulaire dans un modéle murin d’endométriose.

Nos travaux nous ont permis de confirmer le phénotype hyperprolifératif des cellules
endométriosiques avec une prolifération cellulaire accrue au sein de I'endomeétre eutopique ainsi
gu’au niveau du nodule endométriosique profond. Nous avons montré que ce phénotype
hyperprolifératif était en rapport avec une activation de la voie ERK médiée par une augmentation
du stress oxydant endogéne ainsi qu’avec une activation de la voie AKT. L’activation de ces deux
voies métaboliques était aussi bien observée au sein de I'endométre eutopique qu’au niveau du
nodule endométriosique profond mais de facon amplifiée. Ces données nous ont permis d’identifier
des molécules agissant sur chacune de ces voies susceptibles de contrdler la prolifération des cellules
endométriosiques. Nous avons montré qu’une molécule anti-oxydante, la N-acétylcystéine (NAC),
des inhibiteurs de protéine kinase en particulier le métabolite actif du lIéflunomide (A771726), et un
inhibiteur de mTOR (temsirolimus), étaient capables de controler la prolifération des cellules
endométriosiques. Le Iéflunomide, et le temsirolimus, étaient également capables de contrdler la
progression de nodules endométriosiques profonds implantés dans des souris Nudes. Nous avons
également testé un anti-métabolite, le 5-FU, couramment utilisé en cancérologie digestive. Celui-ci
permettait aussi de contréler la prolifération des cellules endométriosiques profondes ainsi que le
développement de kystes endométriosiques implantés dans des souris Nudes.

Le Iéflunomide, le temsirolimus et le 5-FU sont utilisés en pratique clinique. Le Iéflunomide
est utilisé dans le traitement de fond de la polyarthrite rhumathoide. Le temsirolimus, le sorafenib et
le 5-FU sont des chimiothérapies utilisées en cancérologie. L’efficacité de ces traitements confirme
les points communs entre la maladie endométriosique et le cancer. Cependant, leur toxicité nous a
conduits a tester une molécule potentiellement plus adaptée pour une maladie bénigne. Nous avons
choisi un agoniste des cannabinoides (WIN 55212-2) connu pour ses propriétés antiprolifératives,
antifibrosantes et antalgiques donc particulierement intéressant dans I'endométriose profonde qui
réunit ces trois caractéristiques. Nos travaux permettent de confirmer son action antiproliférative in
vitro et in vivo par le biais de I'inhibitin de la voie AKT ainsi que son action antifibrosante.

Ayant la confirmation que les cellules endométriosiques profondes ont un profil
phénotypique modifié en rapport avec l'activation de certaines voies métaboliques, nous avons
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cherché a exploré un autre aspect physiopathologique de la maladie, celui du recrutement des
cellules endométriales au sein de la cavité péritonéale. Pour ce, nous avons étudié le couple CXCR4-
CXCL12 connu pour é&tre impliqué dans le recrutement des cellules tumorales *. Le récépeur de la
chimiokine, CXCR4, est exprimé dans I'endométre de femmes saines **® et surexprimé dans les
lésions endométriosiques **°. La surexpression de CXCR4 par les cellules endométriosiques pourrait

% Nous avons montré une attraction spécifique des

étre en rapport avec une activation de ERK
cellules endométriosiques profondes surexprimant le CXCR4 par le CXCL12 présent en quantité
accrue dans le liquide péritonéal des femmes endométriosiques.

L'ensemble de ces travaux permettent d’avancer dans la connaissance physiopathologique
de la maladie et ouvrent de nouvelles perspectives thérapeutiques pour le traitement de
I'endométriose. Le Iéflunomide et le temsirolimus mériteraient d’étre testées dans le cadre d’essais

cliniques chez des patientes sans désir de grossesse pour lesquelles seule une chirurgie mutilante

permettrait de contrdler la symptomatologie douloureuse.
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Matériel et méthode

Prélevement des tissus humains

Des biopsies d’endometre eutopique et de lésion d’endométriose profonde ainsi que le
prélevement de liquide péritonéal ont été obtenues au décours du traitement chirurgical de
patientes porteuses d’une endométriose profonde avec atteinte rectale (LRE, Low Rectal
Endometriosis). La LRE était définie en pré-opératoire par une endométriose infiltrant la musculeuse

| 2 La présence d’une endométriose profonde était systématiquement

du rectum sous-péritonéa
confirmée par un pathologiste expérimenté dans cette pathologie (Docteur S Arkwright). Toutes les
patientes avaient été traitées avant I'intervention par des agonistes de la LHRH (Luteinizing-Hormone
Releasing Hormone) pour une durée minimale de 1 mois. Des biopsies d’endomeétre témoin et le
prélevement de liquide péritonéal témoin ont été obtenues chez des femmes au décours de
ccelioscopies réalisées pour diverses raisons (bilan d’infertilité, un kyste ovarien non
endométriosique, un myome...) permettant d’affirmer |'absence de Iésions macroscopiques
d’endométriose. L’autorisation de ces prélevements a été obtenue par toutes les femmes qui ont
signé un consentement éclairé et I'étude a regu un avis favorable aupres du comité éthique de
I’'hopital Cochin de Paris (référence dossier : avis sur collection cellules, tissus, organes n°05-2006,
pour un projet scientifique intitulé : GEnomique et protéomique de I'endométriose).

Les biopsies ont été réalisées en milieu stérile et immédiatement déposées dans du milieu de
culture DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Gibco Invitrogen, Cergy Pontoise, France)
supplémenté de 10% de SVF (sérum de veau fétal), d’'Hepes a 100uM, de pyruvate a 20mM et
d’antibiotiques (pénicilline 100 Ul/mL, streptomycine 100pg/mL et ciprofloxacine 20ug/mL) (milieu
DMEM complet) puis acheminées au laboratoire. Aucune hormone stéroidienne n’a été ajoutée au
milieu de culture. Les taux d’cestrogénes (e,) et de progestérone (p,;) étaient indétectables dans le
milieu de culture cellulaire par immunodiagnostic (Advia Centaur XP Immunoassay System, Siemens
Healthcare Diagnostics, Saint-Denis, France). L'absence d’hormone stéroidienne dans le milieu de
culture cellulaire permettait de garantir des conditions analogues a celle des patientes traitées par
agonistes de la LHRH. Le délai entre le préléevement de tissus humains et le début de la procédure
d’isolement des cellules n’a jamais excédé une heure. La composition du milieu de culture a été

identique tout au long de I'étude. Le liquide péritonéal a été congelé a -20°C des prélevement.
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Extraction cellulaire et culture

Des cultures primaires d’endometre sain, d’endometre eutopique et de Iésions
endométriosiques profondes ont été préparées a partir des biopsies chirurgicales. Les biopsies ont
été lavées au PBS (tampn phosphate), découpées au bistouri froid en petits fragments et digérées
dans un mélange de collagénase (2mg/mL, Gibco Invitrogen, Cergy pontoise, France) et dispase a 5%o
pendant 90 minutes a 37°C. En cas de biopsies hémorragiques, les globules rouges ont été lysés par
du milieu hypotonique (NH,CI 0.15mol/L, KHCO; 1mmol/L, Na,EDTA 0.1mol/L). Les cellules ont été
filtrées sur un premier tamis de 100um afin d’éliminer les fragments non digérés. Les cellules
stromales ont été séparées des cellules épithéliales par filtration sur un deuxiéme tamis de 40 um .
Les cellules épithéliales ont été retenues par le tamis tandis que les cellules stromales ont été
emportées dans le filtrat. Les deux populations cellulaires obtenues ont été ensemencées dans des
boites de culture Primaria® de 75cm? (Becton Dickinson Labware, Le Pont de Claix, France) dans du
milieu de culture DMEM complet, et cultivées jusqu’a confluence.

Pour chaque patiente porteuse d’endométriose profonde, nous avons obtenu 4 populations
cellulaires : cellules stromales d’endomeétre eutopique (Es), cellules épithéliales d’endomeétre
eutopique (Ee), cellules stromales endométriosiques profondes (Ds), cellules épithéliales
endométriosiques profondes (De). Pour chaque témoin, nous avons obtenu 2 populations
cellulaires : cellules stromales d’endometre témoin (Cs) et cellules épithéliales d’endomeétre témoin
(Ce).

La qualité de la purification cellulaire a été contrélée par immunofluorescence directe a I'aide
d’un double marquage par des anticorps spécifiques, I'anticorps anti-cytokératine couplé a la FITC
(Fluorescein isothiocyanate) (1/100°™) et I'anticorps anti-vimentine couplé au Cy3 (Cyanine 3)
(1/100°™)(Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) ®. La fluorescence a été analysée grace a un microscope
fluorescent Olympus (Hambourg, Germany) et les images ont été capturées par le logiciel Cell
Imaging Station (Olympus). Les cellules épithéliales d’endomeétre eutopique Ee et les cellules
épithéliales d’endométriose profonde De présentaient un marquage positif a la cytokératine et un
marquage négatif a la vimentine, tandis que les cellules stromales d’endomeétre eutopique Es et les
cellules stromales d’endométriose profonde Ds présentaient un marquage positif a la vimentine et
un marquage négatif a la cytokératine.

Toutes les expériences ont été réalisées sur une culture primaire de chaque population

cellulaire et les différentes analyses ont été réalisées en triple.
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Etude de la prolifération et de la viabilité cellulaire

Les cellules a confluence, ont été récoltées apres traitement par la trypsine. Elles ont été
comptées par la méthode du Bleu Trypan, ensemencées dans des plaques de culture 96 puits (Nunc,
Roskilde, Danemark) a la concentration de 10 cellules par puits et cultivées dans du milieu DMEM
complet. Les cellules ont été incubées 48 heures dans du milieu DMEM complet seul ou avec

* une concentration de 6,4 mmol/L de NAC (N-acetyl-L-Cystéine),

* une concentration de 200umol/L d’un inhibiteur de ERK, le métabolite actif du Iéflunomide

(A77-1726),

* 0,33 24umol/L d’un inhibiteur de mTOR, le temsirolimus,

* 0,3 a40 umol/L d’un agonistes des cannabinoides (WIN 55212-2)

a 37°C sous 5% de CO,.

La prolifération cellulaire été évaluée par incorporation de thymidine tritiée (1uCi/puits,
Amersham, GE Healthcare) pendant les 18 derniéres heures *° . Les résultats ont été exprimés en
coups par minute (cpm).

L'apoptose a été mesurée par la coloration de Hoechst 33342 (Molecular Probes) et la
viabilité cellulaire a été appréciée sur I'intégrité membranaire grace au cristal violet. Pour le Hoechst,
les cellules on été incubées dans 100ul de PBS contenant 1ug/ml de Hoechst 33342 pendant 30
minutes. L'intensité de la fluorescence a été mesurée par spectrofluorométrie a 350 nm pour
I’excitation et 461 nm pour I'émission. Pour le cristal violet, les cellules ont été incubées dans une
solution de 0,5% de cristal violet mélangée a 30% d’éthanol pendant 30 min a température
ambiante. Apres deux lavages au PBS, les cellules colorées étaient resuspendues dans 100% de
méthanol et I'absorbance était mesurée par colorimétrie a 540 nm.

Les études de prolifération cellulaire et de viabilité ont été réalisées sur toutes les

populations cellulaires.

Etude de la production des formes réactives de I’oxygéne

Les cellules a confluence ont été récoltées apres traitement par la trypsine. Elles ont été
comptées par la méthode du Bleu Trypan, ensemencées dans des plaques de culture 96 puits (Nunc,
Roskilde, Danemark) a la concentration de 10* cellules par puits et incubées dans du milieu DMEM
complet & 37°C sous 5% de CO, pendant 18 heures. La production des FRO (anion superoxyde O,",
peroxyde d’hydrogéne H,0, et oxyde nitrique NO) par les cellules seules, puis par les cellules traitées
par de la NAC a 6.4 mmol/L et par les cellules traitées par des concentrations croissantes (0.3 a

40umol/L) d’un agoniste des cannabinoides (WIN 55212-2) a été évaluée par spectrofluorimétrie
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(Fusion, Packard Instrument Company, Meriden, Connecticut) a I'aide de fluorochromes spécifiques :
le DHE (Dihydroéthidium) a 125uM (Interchim, Montlugon, France) pour I'anion superoxyde, le
H,DCFDA (Diacétate de 2’-7’-dichlorodihydrofiuoroscéine) a 100uM (Molecular Probes, Eugene,
Oregon, USA) pour le peroxyde d’hydrogene, et le DAF,DA (Diacétate de 4,5 diaminofluorescéine) a
100uM (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA) pour I'oxyde nitrique™ . La production de 0,”, H,0, et de
NO a été mesurée pendant 5 heures. La production des FRO a été calculée comme suit : (intensité de
la fluorescence apres 5h d’incubation — intensité de la fluorescence a TO) / 300 min / nombre de

cellules *”°.

Evaluation de I’expression des récepteurs aux cannabinoides

La présence des récepteurs aux cannabinoides CB1 et CB2 a été étudiée sur les lysats des
cellules stromales et épithéliales d’endometre eutopique, de Iésion endométriosique profonde et
d’endometre témoin. Elle a été évaluée par western blot sur lysats cellulaires. Les cellules ont été
récoltées apres traitement a la trypsine et centrifugées. Le culot cellulaire a été repris dans du
tampon RIPA (TrisHCI 10 mM, pH 7.5, NaCl 5M, Triton-X100 1%, SDS 0.1%) auquel a été ajouté
extemporanément 25mM de sodium fluoride, un cocktail d’antiprotéase a 1%, et 0.5mM
d’orthovanadate de sodium activé. Le culot cellulaire a été congelé a -20°C. Apres décongélation et
centrifugation, les dosages protéiques ont été réalisés sur le surnageant par la méthode
colorimétrique au Coomassie. Trente pg de protéines pour chaque échantillon ont été séparés par
électrophorése en gel de polyacrylamide a 10% en milieu dénaturant (SDS-PAGE) puis transférés sur
une membrane de nitrocellulose. La membrane a été saturée par du lait écrémé a 5% pendant 1h,

éme

puis incubée avec I'anticorps anti-CB1 (1/200°™, 1pug /ml) ou I'anticorps anti-CB2 (1/200°™, 1ug /ml)

(Interchim, Montlugon, France) issus de lapin pendant une nuit a 4°C. Apres lavages, la membrane a

eme

été incubée avec I'anticorps secondaire anti-lgG de lapin conjugué a HRP (1/1000°™) pendant 1h a

température ambiante. L'expression de CB1 et de CB2 a été ensuite révélée a I'aide de la trousse ECL

(Enhanced Chemo-Luminescence, Pierce Perbio Sciences, Brebiéres, France) **.

Evaluation de I'implication de la voie ERK et de la voie AKT

L'expression de la protéine ERK et de sa forme activée (phosphorylée) pERK, et de la
protéine AKT et de sa forme activée (phosphorylée) pAKT, ont été étudiées par western blot et par

immuno-histochimie.
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Western blot

Les westerns blot ont été réalisés sur les lysats des cellules stromales et épithéliales
d’endometre eutopique, de |ésion endométriosique profonde et d’endometre témoin et sur les lysats
de cellules stromales d’endomeétre eutopique et de Iésions endométriosiques profondes
préalablement incubées a 37° pendant 12 heures avec du WIN 55212-2 a 20uM.

Les cellules arrivées a confluence ont été récoltées aprés traitement par la trypsine et
centrifugées. Le culot cellulaire a été repris dans du tampon RIPA (TrisHClI 10 mM, pH 7.5, NaCl 5M,
Triton-X100 1%, SDS 0.1%) auquel a été ajouté extemporanément 25mM de sodium fluoride, un
cocktail d’antiprotéase a 1%, et 0.5mM d’orthovanadate de sodium activé. Le culot cellulaire a été
congelé a -20°C. Apres décongélation et centrifugation, les dosages protéiques ont été réalisés sur le
surnageant par la méthode colorimétrique au Coomassie. Trente ug de protéines pour chaque
échantillon ont été séparés par électrophorése en gel de polyacrylamide a 10% en milieu dénaturant
(SDS-PAGE) puis transférés sur une membrane de nitrocellulose.

Pour I’évaluation de ERK, la membrane a été saturée par du lait écrémé a 5% pendant une
heure 3 température ambiante, puis incubée avec Ianticorps anti-ERK (1/200°™, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, California) ou I'anticorps anti-pERK (1/200°™, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, California) issus de lapins pendant une nuit a 4°C.

Pour I'évaluation d’AKT, la membrane a été saturé par du TBSA (BSA a 5% dans du TBS 0.1%
Tween-20) pendant une nuit 3 4°C puis incubée avec I'anticorps anti-AKT (1/1000°™, Cell signaling
Technology) ou I'anticorps anti-pAKT (1/1000%™, Cell signaling Technology) issus de lapins pendant 1
heure. Pour phospho-p70S6k (sérine371/thréonine 389), la membrane a été saturée par du TBSA une
heure a température ambiante et puis incubée avec I'anticorps anti-phospho-p70S6k (Ozyme, Saint-
Quentin-en-Yvelines, France) issu de lapin pendant une nuit a 4°C.

Apres lavages, la membrane a été incubée avec I'anticorps secondaire anti-IgG de lapin

eme

conjugué a HRP (horseradish peroxydase) (1/1000°™) pendant 1h a température ambiante. Un
contrdle protéique a été réalisé par incubation des membranes avec I'anticorps anti-B-actine issu de
souris (1/50000éme, Sigma Aldrich, Saint Louis, USA). L’expression de ERK, pERK, AKT, pAKT, phospho-
p70S6k et de la B-actine ont ensuite été révélées a 'aide de la trousse ECL (Enhanced Chemo-

Luminescence, Pierce Perbio Sciences, Brebieres, France) **.

Immunohistochimie
Les lames histologiques de 4 mm d’épaisseur préparées a partir de nodules
endométriosiques profonds ont été déparaffinées. Le démasquage des antigénes a été réalisé en

incubant les lames dans un tampon de citrate a 10 mmol/L (pH 6.0) deux fois pendant 10 minutes
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dans un bain marie a 95°c. Les lames ont été incubées a 20 % (v/v) avec un sérum de chévre dans du
PBS avec 4 % (w/v) de sérum d’albumine bovin pendant 30 minutes a température ambiante. Les
lames ont ensuite été incubées avec I'anticorps primaire phospho-p44/42 MAP kinase (clone 20G11,
1/100°™; Cell Signaling technology) ou avec I'anticorps primaire phospho-AKT (clone 736E11, dilué
1/25°™; cell signaling technology) pendant toute la nuit a 4°c. L’anticorps secondaire a été detecté
grace au kit 3,3’diaminobenzidine peroxidase substrate (Vector Laboratories, Burlingame, CA). Le

marquage a été considéré positif lorsque la coloration du noyau et/ou du cytoplasme était franche.

Evaluation de I’expression de CXCR4

L’expression du récepteur CXCR4 a été étudiée par western blot et par cytométrie de flux.

Western blot
Les westerns blot ont été réalisés sur les lysats des cellules stromales d’endometre

eutopique, de lésion endométriosique profonde et d’endométre témoin. Les cellules arrivées a
confluence ont été récoltées apres traitement par la trypsine et centrifugées. Le culot cellulaire a été
repris dans du tampon RIPA (TrisHCl 10 mM, pH 7.5, NaCl 5M, Triton-X100 1%, SDS 0.1%) auquel a
été ajouté extemporanément 25mM de sodium fluoride, un cocktail d’antiprotéase a 1%, et 0.5mM
d’orthovanadate de sodium activé. Le culot cellulaire a été congelé a -20°C. Aprés décongélation et
centrifugation, les dosages protéiques ont été réalisés sur le surnageant par la méthode
colorimétrique au Coomassie. Quarante pg de protéines pour chaque échantillon ont été séparés par
électrophorése en gel de polyacrylamide a 10% en milieu dénaturant (SDS-PAGE) puis transférés sur
une membrane de nitrocellulose. La membrane a été saturée avec du lait écrémé a 5 % pendant une
heure a température ambiante. L’anticorps anti-CXCR4 issu de lapin (1/2000éme, santa Cruz
Biotechnologie, Santa Cruz, Californie) a été incubé pendant une nuit a 4°C. Apres lavages, la
membrane a été incubée avec I'anticorps secondaire anti-lgG de lapin conjugué a HRP (1/1000°™)
pendant une heure a température ambiante. Un contrOle protéique a été réalisé par incubation des
membranes avec l'anticorps anti-B-actine issu de souris (1/50000éme, Sigma Aldrich, Saint Louis,
USA). L'expression de CXCR4 et de la B-actine ont ensuite été révélées a I'aide de la trousse ECL

(Enhanced Chemo-Luminescence, Pierce Perbio Sciences, Brebiéres, France).

Cytométrie de flux
Les cellules a confluence ont été lavées une fois avec du PBS puis décollées avec de la dispase

a 5%o.. Une fois récoltées, elles ont été lavées avec un tampon de lavage constitué de PBS
supplémenté de 1 % de SVF et de 1 % d’antibiotiques (pénicilline 100 Ul/mL, streptomycine

100pg/mL) puis resuspendues a la concentration de 10° cellules/100pl dans le tampon de lavage. Les
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cellules ont ensuite été incubées pendant 45 minutes a 4°C dans I'obscurité avec un anticorps anti-
CXCR4 de type 1gG1 issu de souris couplé a un marqueur fluorescent, I’APC (allophycocyanine) (BD
biosciences, San Diego). Un anticorps isotype de type IgG1 issu de souris couplé a APC a été utilisé
comme contréle négatif (BD biosciences, San Diego). Les cellules marquées ont ensuite été lavées
avec le tampon de lavage, puis fixées dans 300 pl de PBS contenant du paraformaldéhyde a 1 %.
Elles ont été détectées par le cytometre de flux BD FACSCANTO Il (BD biosciences, San Diego). Les

résultats ont été analysés par le logiciel flow jo.

Evaluation de la migration des cellules d’endomeétre eutopique

Des plaques de 6 puits de culture cellulaire Transwell® (8 uM, BD biocoat matrigel chambre
d'invasion - référence : 354481-Becton Dickinson, Bedford, USA) ont été utilisées pour évaluer la
capacité de migration des cellules stromales d’endomeétre eutopique. Les cellules stromales ont été
ensemencés a une concentration de 2x10° dans des inserts de matrigel avec du milieu de culture
DMEM enrichi de 10 % de SVF. Le puits contenait du milieu de culture DMEM enrichi de 5% de
BSA (chimioattractant) ainsi que la protéine recombinante CXCL12 (200ng/mL) (R&D des systémes,
Abingdon, le Royaume-Uni). Pour le controle négatif, le puits ne contenait pas de CXCL12. Aprés une
incubation de 22 heures a 37°C sous 5% de CO,, les cellules qui n'avaient pas migré vers la surface
inférieure de l'insert ont été éliminées a I'aide d’un coton-tige. Les cellules adhérentes a la
membrane ont été fixées avec du méthanol pendant 2 minutes, puis marquées avec du bleu de
toluidine a 1 % pendant 2 minutes et lavées 3 fois avec du PBS. Elles ont été visualisées a I'aide d’un

microscope électronique (Zeiss Observer 21). Les images ont été capturées par le logiciel Image J.

Evaluation de la concentration de CXCL12 et de IL6 dans le liquide
péritonéal par ELISA

Le liquide péritonéal conservé -20°C a été décongelé. La quantification de CXCL12 a été
effectuée directement sur le liquide péritonéal grace au kit ELISA CXCL12 (R&D des systémes,
Abingdon, le Royaume-Uni). La quantification de IL6 a été effectuée directement sur le liquide

péritonéal grace au kit ELISA IL6 (R&D des systémes, Abingdon, le Royaume-Uni).

Evaluation de I’expression de aSMA par Western Blot

Les westerns blot ont été réalisés sur les lysats des cellules stromales et épithéliales

d’endometre eutopique, de |ésion endométriosique profonde et d’endometre témoin et sur les lysats
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de cellules stromales d’endométre eutopique et de lésions endométriosiques profondes
préalablement incubées a 37° pendant 12 heures avec du WIN 55212-2 3 20uM.

Les cellules arrivées a confluence ont été récoltées aprés traitement par la trypsine et
centrifugées. Le culot cellulaire a été repris dans du tampon RIPA (TrisHCI 10 mM, pH 7.5, NaCl 5M,
Triton-X100 1%, SDS 0.1%) auquel a été ajouté extemporanément 25mM de sodium fluoride, un
cocktail d’antiprotéase a 1%, et 0.5mM d’orthovanadate de sodium activé. Le culot cellulaire a été
congelé a -20°C. Apres décongélation et centrifugation, les dosages protéiques ont été réalisés sur le
surnageant par la méthode colorimétrique au Coomassie. Trente ug de protéines pour chaque
échantillon ont été séparés par électrophorése en gel de polyacrylamide a 10% en milieu dénaturant
(SDS-PAGE) puis transférés sur une membrane de nitrocellulose.

La membrane a été saturée par du lait écrémé a 5% pendant une heure a température
ambiante, puis incubée avec I'anticorps anti-aSMA issus de souris (Sigma Aldrich, St Louis, MO)

pendant une nuit a 4°C.

Modele animal

Le modéle animal a été réalisé sur des souris immuno-déficientes nudes (nu/nu) (Charles
River Laboratories, L’Arbresle, France). Toutes les souris étaient femelles dgées de 6 a 8 semaines.
Elles avaient acces libre a I'eau et la nourriture et étaient maintenues dans un environnement stérile.
Les expériences ont été conduites en accord avec la réglementation ministérielle. Pour toutes les
procédures chirurgicales, les souris ont été anesthésiées par injection intrapéritonéale de 400ul de
tribromoethanol (Avertine®).

Les biopsies d’endométriose profonde rectale, prélevées sur piece opératoire, ont
immédiatement été placées dans du milieu DMEM complet enrichi en Fortum (1% d’une solution a
3mg/ml) et transférées au laboratoire. Elles ont été préparées sous hotte, en milieu stérile. Les
fragments de biopsie d’endométriose profonde rectale humaine ont été mesurés (largeur et
longueur) et pesés. L'un deux a été inclus en paraffine pour examen histologique. Une mini-
laparotomie médiane sous-ombilicale a été réalisée a JO. Deux fragments ont été cousus au péritoine
pariétal de la paroi abdominale antérieure de la souris par un point de proléne 6.0. Une injection
sous-cutanée de 0.5ug de B-cestradiol a été réalisée a J1 et J2 afin de faciliter I'implantation du
fragment d’endométriose. A J7, une laparotomie exploratrice a été réalisée afin de vérifier la viabilité
des implants. Le groupe traité a recu du WIN-55212-2 a la dose de 3 mg/kg dans 100ul, 5 jours sur 7
pendant 15 jours par voie intra-péritonéale. Le groupe témoin a recu 100uL de PBS en intra-

péritonéal au méme rythme. A 'issue des deux semaines de traitement, les souris ont été sacrifiées

75



Matériel et méthode

par élongation et les implants endométriosiques ont été prélevés et inclus en paraffine pour examen

histologique. Les lames ont été colorées a I’hématoxyline-éosine.

Analyse statistique

Toutes les valeurs des expériences réalisées in vitro sont la moyenne d’expériences
indépendantes réalisées en triple pour chaque population cellulaire de chaque malade. Les
statistiques ont été analysées a I'aide du logiciel Excel. Les moyennes ont été comparées par un test

de Student. Une valeur de p <0.05 est considérée comme significative.
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Le temsirolimus diminue les Iésions d’endométriose profonde chez la souris

Analyse

L'objectif de ce travail était de mettre en évidence une prolifération accrue des cellules
endométriosiques profondes, de la rapporter a une activation de la voie ERK par le biais du stress oxydant
et a une activation de la voie AKT, d’identifier ces voies métaboliques comme cibles pour le traitement de
I’endométriose et de proposer une molécule capable d’agir sur la progression de la maladie en bloquant
une de ces voies.

Nous montrons une prolifération accrue des cellules endométriosiques profondes en rapport
avec une augmentation du stress oxydant endogene. L’augmentation du stress oxydant intracellulaire

provient d’un déséquilibre entre la production des formes réactives de I'oxygene et leur détoxification

164 17

. Comme dans le cancer ’°, le traitement des cellules endométriosiques par une molécule anti-
oxydante, la N-acétylcystéine (NAC), réduit la production de péroxyde d’hydrogene et par la-méme
diminue la prolifération cellulaire. Cependant, alors que I'activité anti-oxydante de la NAC est identique
dans I'endomeétre eutopique et dans les lésions d’endométriose profonde, on remarque que la
répercussion sur la prolifération cellulaire est inégale. En effet, I'effet antiprolifératif est plus marqué
dans les cellules issues de 'endomeétre eutopique. Cela suggére l'intervention d’autres mécanismes ou la
présence de mécanismes amplifiés au sein des cellules issues des lésions profondes, leur permettant de
maintenir leur statut hyperprolifératif. Par ailleurs, contrairement aux cellules endométriosiques *, le
faible niveau de base du stress oxydant endogene des cellules endométriales normales explique que leur
prolifération soit peu sensible aux variations de concentration de peroxyde d’hydrogéne.

Nous montrons que |'action du stress oxydant sur la prolifération cellulaire s’effectue par le biais
de la voie ERK. Le stress oxydant est connu pour activer la voie ERK de facon ligand-indépendante, dans

22

plusieurs types cellulaires ***. Nos résultats sont concordants avec les données de la littérature qui

4, 66, 452 99, 124, 453 dans

rapportent une activation de la voie ERK et des genes impliqués dans cette voie
I’endométriose. L'inhibition de la prolifération des cellules endométriosiques par un inhibiteur spécifique
de la voie ERK, le Iéflunomide, renforce ces données.

Ainsi, nous montrons pour la premiére fois une augmentation de la prolifération des cellules
endométriosiques profondes par le biais de I'activation de la voie ERK par le stress oxydant endogéne.

Notre équipe a déja mis en évidence un phénomeéne similaire au niveau des cellules issues

d’endométriomes ovariens®. Cependant, alors que dans les endométriomes ovariens,
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I’hyperprolifération prédominait dans les cellules épithéliales, elle s’observe majoritairement dans les

cellules stromales des lésions profondes. Ceci confirme I'hétérogénéité de la maladie endométriosique

et suggére que lI'endométriose ovarienne est une maladie « épithéliale » tandis que I'endométriose
profonde est une maladie « stromale ».

Le role d’AKT dans I'endométriose a été suggéré par plusieurs constatations. La mutation du géne

P3KCA responsable de I’activation constitutive d’AKT est la mutation la plus fréquemment rencontrée

108-109

dans les carcinomes ovariens a cellules claires ** associés a 'endométriose . Une activation d’AKT

dans les cellules épithéliales d’endométriomes ovariens ***, probablement en rapport avec
I’hypercestrogénie locale *, a été rapportée. Par ailleurs, il a été également été montré que le défaut
d’un antagoniste spécifique du récepteur a I'cestradiol dans les cellules stromales de I'endométre
eutopique engendrait une activation d’AKT **°.

Nous montrons pour la premiere fois dans cette étude que la protéine AKT est activée dans les
cellules stromales issues des lésions endométriosiques profondes et ce, de fagon oestrogéno-
indépendante. L’inhibition de la prolifération cellulaire par un inhibiteur spécifique de mTOR, le
temsirolimus, confirme le réle d’AKT dans le phénotype hyperprolifératif des cellules endométriosiques.
Nous avons par ailleurs confirmé I'effet entiprolifératif du temsirolimus chez des souris Nude a qui nous
avons implantés des fragments d’endométriose profonde. Ces données suggerent que la voie AKT-mTOR,

#4455 intervient dans le développement de

impliguée dans la croissance et la survie cellulaire
I’endométriose et nous conduit a proposer cette molécule comme candidat pour le traitement de

I’endométriose profonde.

e Le phénotype hyperprolifératif des cellules endométriosiques profondes est lié a une activation de la
voie ERK par le biais du stress oxydant et a une activation de la voie AKT

¢ L’endométriose profonde est une maladie stromale

e Le stress oxydant, la voie ERK et la voie AKT constituent une cible pour le traitement de
I’endométriose profonde

e Les inhibiteurs de mTOR en particulier le temsirolimus pourraient faire I'objet d’essais cliniques pour

le traitement de I'endométriose profonde
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Analyse

L'objectif de ce travail était de montrer que la voie ERK, impliquée dans le phénotype
hyperprolifératif des cellules endométriosiques, peut constituer une cible pour le traitement de
I'endométriose et de proposer une molécule capable d’agir sur la progression de la maladie en
bloquant cette voie métabolique.

Nous montrons par deux techniques, le western blot et I'ELISA, une activation de la voie ERK
dans les lésions d’endométriose mais également dans I'endomeétre eutopique des patientes
endométriosiques. Le fait que cette activation soit absente ou indétectable dans I'endometre des
témoins suggere que la mesure de la forme phosphorylée de ERK, pERK, par ELISA sur une biopsie
d’endometre pourrait étre proposée comme test diagnostique. Aujourd’hui, le diagnostic
d’endométriose repose sur I’analyse histologique d’une piece d’exérése chirurgicale. De plus, le délai
moyen entre |'apparition des symptomes et I'établissement du diagnostic est de 8 a 10 ans.
L’existence d’un test diagnostique réalisable sur une simple biopsie d’endometre pratiquée par un
gynécologue de ville serait un outil révolutionnaire.

Nous montrons que les inhibiteurs de protéine kinase, bloquant I'activation de ERK par
I'intermédiaire d’une inhibition spécifique de MEK, contrélent la progression de 'endométriose a la
fois in vitro et in vivo. Cependant, méme si le PD98059 et 'U0126 sont des inhibiteurs de MEK
validés comme outils de recherche fondamentale, ils ont été abandonnés dans la recherche clinique
du fait de leur efficacité modérée dans les cancers avancés pour lesquels ils ont été testés. En
revanche, le A771726, métabolite actif du Iéflunomide, connu pour ses activités
immunomodulatrices et inhibitrice de tyrosine kinase, est utilisé en pratique clinique courante pour
le traitement de la polyarthrite rhumatoide. Cette molécule ayant déja montré son efficacité dans un
modeéle animal d’endométriose chez le rat **®, nous proposons le Iéflunomide comme candidat pour
le traitement de I'endométriose. Ses propriétés analgésiques et anti-inflammatoires sont par ailleurs
particulierement intéressantes dans I'endométriose. Une des principales limites a son utilisation
clinique est sa tératogénéicité mais cet effet transitoire est a mettre en balance chez des patientes
porteuses d’une endométriose sévere résistante a tout autre traitement médical pour lesquelles une

chirurgie extensive serait nécessaire.
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La voie ERK constitue une cible pour le traitement de 'endométriose

La quantification de pERK par ELISA sur une biopsie d’endomeétre pourrait étre un test
diagnostique pour 'endométriose

Les inhibiteurs de protéine kinase en particulier le léflunomide pourraient faire I'objet

d’essais cliniques pour le traitement de 'endométriose
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Analyse

L'objectif de ce travail était de tester des molécules antiprolifératives dans I'endométriose
par analogie avec le cancer dont le comportement cellulaire présente de nombreuses similitudes et
de les comparer a la progestérone, traitement hormonal couramment utilisé chez la patientes
endométriosiques.

Nous montrons que la progestérone ne diminue pas la prolifération des cellules
endométriosiques ce qui étaye I'hypothése de la résistance des lésions a cette molécule aujourd’hui
bien connue ™.

Nous montrons que le méthotrexate, antimétabolite utilisé dans certains cancers, la
polyarthrite rhumatoide et les grossesses extra-utérines ne diminue pas la prolifération des cellules
endométriosiques in vitro.

Nous montrons que l'anastrozole, inhibiteur de type Il de I'aromatase, ne diminue pas la
prolifération des cellules endométriosiques voire augmente la prolifération des cellules
endométriales normales. Ce phénomene a déja été montré in vitro mais le mécanisme n’est pas

%7 Les inhibiteurs de 'aromatase, a la frontiére entre traitement hormonal et traitement anti-

claire
tumoral, sont principalement utilisés dans le traitement adjuvant des cancers du sein hormono-
dépendants chez les femmes ménopausées. lls ont ouvert une nouvelle perspective dans le

131-132

traitement de I'endométriose depuis une dizaine d’années en raison de la surexpression de

I'aromatase dans les lésions d’endométriose et dans I'endomeétre eutopique des patientes

> 13 La surexpression de 'aromatase est responsable d’une production locale

endométriosiques
d’cestrogenes et de la résistance aux progestatifs et aux agoniste de la GnRH. Les inhibiteurs de
I’'aromatase sont utilisés avec parcimonie car ils induisent une déplétion osseuse qui peut étre
sévere. De plus, ils doivent étre associés a un traitement bloquant la fonction ovarienne imposant
une ménopause chimique chez les femmes non ménopausées .

Nous montrons que le 5-fluorouracile, antimétabolite utilisé de facon courante dans le
traitement adjuvant des cancers digestifs, controle tres efficacement la prolifération des cellules
endométriosiques tant in vivo qu’in vitro. Sur le plan physiopathologique son efficacité repose sur le
caractére « tumoral » des cellules endométriosiques. La principale toxicité du 5-FU est cardiaque
avec une toxicité moindre de la forme orale, la capécitabine (XELODA®). Un risque d’aménorrhée
définitive a été observé dans moins de 10% des cas avec un risque d’autant plus faible que la

458

patiente est jeune ™°. Cette molécule pourrait étre testée dans le cadre d’essais thérapeutiques pour
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des patientes porteuses d’une endométriose sévére résistante a tout autre traitement médical pour

laguelle une chirurgie extensive serait nécessaire.

e Le traitement de 'endométriose peut étre non hormonal
e L’engouement des anti-aromatases doit étre pondéré

e Les antimétabolites pourraient avoir une place dans le traitement de 'endométriose
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Analyse

L'objectif de ce travail était de montrer les effets antiprolifératif et antifibrosant des
agonistes des cannabinoides sur les lésions d’endométriose profonde.

Nous avons choisi le WIN 55212-2 en raison de son caractere non sélectif et de I'expression
ubiquitaire de ses deux récepteurs, CB1 et CB2, par les lésions profondes d’endométriose,
I’endometre eutopique mais également I’'endomeétre sain.

Nous montrons que WIN 55212-2 exerce un effet antiprolifératif sur les cellules
endométriosiques profondes. Cet effet a déja été montré dans le cancer en particulier dans le cancer
du sein **°, de la prostate ****°, dans le cancer colorectal *** et dans le mélanome **2.

Nous montrons que le WIN 55212-2 a forte concentration diminue la production de peroxyde
d’hydrogéne et d’anion superoxyde dans les cellules endométriosiques profondes. L'effet

3

antioxydant des agonistes des cannabinoides a déja été montré dans les macrophages “® et les

464

cardiomyocytes *". Contrairement a ce que nous pensions, le niveau d’activation de ERK n’était pas

modifié dans les cellules traitées par WIN 55212-2. Nous I'expliquons par une activation directe de

ERK par les agonistes des cannabinoides *°* *°

contrebalangant I'inhibition de la voie par I'effet
antioxydant de ces derniers. Ces données montrent que I'effet antiprolifératif de WIN sur les cellules
endométriosiques profondes ne s’exerce pas par le biais de la voie ERK.

En revanche, nous montrons que le WIN 55212-2 inhibe la voie AKT dans les cellules
endométriosiques profondes. L'effet antiprolifératif des agonistes des cannabinoides par le biais de

cette voie est connu®®®*®’

. Nous émettons donc I'hypothese que I'effet antiprolifératif de WIN est lié
a une inhibition de la voie AKT.

L’activation isolée de la voie AKT pourrait expliquer I'absence d’effet cytotoxique de WIN sur
les cellules endométriosiques profondes alors qu’il a été rapporté dans plusieurs types cellulaires ***

9 En effet, I'lapoptose induite par les agonistes des cannabinoides dans les cellules gliales de rat est

initiée par I'action combiné de I'inhibition de la voie ERK et de la voie AKT *°.
Par ailleurs, nous montrons que le WIN 55212-2 inhibe I'expression du aSMA, marqueur de la
transformation myofibroblastique, dans les cellules stromales endométriosiques profondes. Les

effets antifibrosants des agonistes des cannabinoides ont déja été montré dans la peau *’°, le coeur

473-474 475

1 le pancréas *’? ainsi que dans le foie ou leur utilisation prévient la cirrhose *°. Cet effet est
particulierement intéressant dans I'endométriose profonde, puisque réduire la composante fibreuse
des lésions endométriosiques pourrait faciliter la chirurgie voir permettre des exéréses moins

mutilantes.
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Nous confirmons in vivo l'effet antiprolifératif des agonistes des cannabinoides par la
diminution du volume des nodules endométriosiques profonds implantés dans des souris nudes
immuno-déficentes traitées par WIN 5512-2. Ces données nous conduisent a proposer cette

molécule comme candidat pour le traitement de I'endométriose profonde.

e L’agoniste des cannabinoides, WIN 551212-2, exerce un effet antiprolifératif et antifibrosant
sur les cellules endométriosiques profondes. Son effet antiprolifératif est confirmé in vivo sur

un modele murin d’endométriose.
e L'effet antiprolifératif du WIN 55212-2 est lié a une inhibition de la voie AKT.

* Les agonistes des cannabinoides pourraient avoir une place dans le traitement de

I’endométriose profonde
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INTRODUCTION
Endometriosis, a common disease that affects about 6 to 10% of women of childbearing age *, is

characterized by the presence of endometrial tissue outside of the uterine cavity “ *!

. Deep
infiltrating endometriosis (DIE) is an aggressive form of the disease that penetrates the muscularis of
pelvic organs (bladder, intestine, ureter, etc.) °. DIE is responsible for chronic pelvic pain whose

% 3% induces disability and infertility *’°. The

intensity is correlated with the depth of lesions
pathophysiology of endometriosis remains poorly understood. The main theory, proposed in the
1920s by Sampson, is the retrograde menstruation of endometrial tissue through fallopian tubes into
the peritoneal cavity '. The development of the disease in the pelvis is attributed to the attachment
and the survival of endometrial cells in the peritoneal cavity, progressive invasion of the peritoneum

L 477 several mechanisms such as

with neoangiogenesis leading to the spreading of the disease
metaplasia of the coelomic epithelium, environmental factors, genetic predisposition, immunological
abnormalities, and chronic inflammation have been proposed to explain the pelvic development of

endometriosis » 47&47°,

Chemokines are small molecules that can be produced during the
inflammatory process and responsible for the attraction of cells depending on their expression of
selective chemokine receptors. Recent findings have demonstrated that eutopic endometrium of
patients with endometriosis have an activated phenotype in regards to the endogeneous activation

480-482

of the mitogen-activated protein kinase ERK1/2 (Extracellular Regulated Kinase) and of the

AKT/mTOR pathway *%*. This could lead to the over expression of chemokine receptors or to the

449

expression of new chemokine receptors like CXCR4, on endometriotic cells "*. Interestingly,

peritoneal mesothelial cells are able to produce CXCL12 (SDFla), the CXCR4 ligand, in mice **°.
Altogether, these findings are in agreement with the hypothesis of a possible role for the
CXCL12/CXCR4 axis in the specific homing of eutopic endometrial cells within the peritoneal cavity
during endometriosis. The aim of this work is to elucidate the role of this pathway on the
development of deep infiltrating endometriosis.

MATERIALS AND METHODS

Sample Collection

Biopsies of eutopic endometrium and deep infiltrating endometriotic nodules were obtained from 14
patients undergoing surgical treatment for DIE with rectal involvement. Low Rectal Endometriosis
was defined preoperatively, based on the following clinical and endoscopic ultrasonographic criteria:
a) rectal invasion of the infraperitoneal rectum located within 8 cm of the dentate line, reachable on
rectal examination b) full-thickness invasion of the muscular layer greater than 15 mm on rectal

endoscopic ultrasonography .
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DIE was confirmed in all cases by a pathologist experienced in endometriosis pathology (SA). Control
endometrial specimens were obtained from 12 patients without macroscopic endometriosis
undergoing laparoscopy for other reasons (tubal infertility, non endometriotic ovarian cyst, myoma).
Ethics approval for this study has been obtained from the ethics committee at Cochin Hospital (n°05-
2006 “génomique et protéomique de 'endométriose”). Written informed consent was obtained from
each patient and control. Specimens were collected under sterile conditions and immediately
transported to our laboratory in DMEM (Dulbecco medium, Gibco Invitrogen, Cergy Pontoise, France)
with 10% charcoal-treated FCS. The period of time elapsed between the biopsy and the procedure of
cell isolation never exceeded one hour. The same culture medium was used throughout the study.
Cell Isolation and Culture

Primary endometrial and deep endometriotic cell cultures were prepared from biopsies as previously
described™. Biopsy specimens were rinsed and minced into small pieces then digested with 5%o
dispase and collagenase (2 mg/ml, Gibco Invitrogen, Cergy Pontoise, France) for 1h at 37°C and
separated using serial filtration. Red blood cells were removed by hypotonic lysis (0.15M NH,CI, 1ImM
KHCO3, 0.1mM Na,EDTA). Debris were removed using 100 um aperture sieves. Epithelial cells were
retained on 40 um aperture sieves while stromal cells remained in the filtrate. Stromal cells were
plated onto Primaria flasks (Becton Dickinson Labware, Le Pont de Claix, France) and cultured in
DMEM (Gibco Invitrogen, Cergy Pontoise, France) with 10% FCS. For each patient with DIE, two
populations of cells were obtained: eutopic endometrial stromal cells (Es), and deep infiltrating
endometriotic stromal cells (Ds). For each control we used one cell population of control endometrial
stromal cells (Cs).

The purity of stromal and epithelial cells suspensions was assessed by staining with 1:100 FITC-
labelled anti-cytokeratine and 1:100 Cy3-labelled anti-vimentin antibodies (Sigma Aldrich, Saint
Louis, USA). Fluorescence was analyzed using an Olympus fluorescent microscope (Hambourg,
Germany) and images were captured using the Cell Imaging station (Olympus). Both populations
were negative for CD3 (T cells), CD45 (leukocytes) and CD11b (monocytes and granulocytes) staining.
All the experiments were performed on primary cultures of each cell population and the various tests
were performed in triplicates.

Immunoblotting of Cell Lysates

Cells were lysed in ice-cold RIPA buffer (10mM TrisHCI, pH 7.5, 5M NaCl, 1% Triton X-100, 0.1 % SDS)
supplemented with 25mM sodium fluoride, 0.5mM sodium orthovanadate and anti-protease 1%.
Equal amounts of protein (30 ug) were loaded and separated by 10% SDS-PAGE. Transfer and
blocking were performed. For CXCR4 staining, polyacrilamide membranes were saturated with 5%
skim milk for one hour at room temperature, and then incubated with rabbit anti-human CXCR4 IgG
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antibodies (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California) overnight at 4°C. Bactin was used as
housekeeping protein. Specific antibodies were detected using a 1:1000 dilution of horseradish
peroxydase-conjucated goat anti-rabbit IgG Ab and visualized by an Enhanced ChemoLuminescence
system (Pierce Perbio Sciences, Berbiéres, France) **.

FACS

For flow cytometry, cells were washed once with phosphate-buffered saline (PBS) and then
harvested with 5%o dispase. Detached cells were washed with PBS contained 1% FCS and 1%
penicillin/streptomycin (wash buffer), and resuspended in washed buffer (10° cells/100ul). Cells were
incubated for 45 min at 4°C in the dark with an APC (AlloPhycoCyanin) labeled mouse IgG1 against
human CXCR4 (BD biosciences, San Diego). An APC labeled mouse IgG1 isotype control was used as
negative control (BD biosciences, San Diego).The labeled cells were washed in the wash buffer, fixed
in PBS containing 1% paraformaldehyde and then analyzed with BD FACSCANTO Il flow cytometer
(BD biosciences). Results were analysed using the FlowJo software. The experiments were conducted
on three patients and three control women.

Transwell Migration Assay

A 6-well transwell chamber (8um, BD biocoat matrigel invasion chamber- ref: 354481- Becton
Dickinson, Bedford, USA) was used to evaluate the motility and invasive ability of eutopic
endometrial stromal cells. Purified eutopic endometrial stromal cells were seeded at 2x10° cells per
well into the upper region of BD biocoat matrigel invasion chambers with DMEM containing 10% FCS.
Lower chamber was filled with DMEM containing 5% BSA as a chemoattractant and 200ng/mL
recombinant human CXCL12 (SDFla) (R&D systems, Abingdon, United Kingdom). For the negative
control, CXCL12 was omitted in the lower chamber. After 22 hours incubation, cells that had not
migrated through the membrane were wiped out with a cotton swab. Cells on the lower surface of
the membrane were fixed with methanol for 2 min, stained with 1% toluidine blue for 2 min and
washed 3 times with PBS. Stained cells that had migrated to the lower surface were visualized under
a microscope and photographed. The experiments were conducted on three patients and three
control women.

ELISA assay

For CXCL12 ELISA assay, peritoneal liquid were obtained from 25 DIE patients undergoing a surgical
procedure and from 35 control patients hospitalized for a non-inflammatory disease requiring a
surgical procedure (splenectomy, hernia,...). Classical ELISA from R&D Systems (R&D systems,
Abingdon, United Kingdom) was used to analyze CXCL12 concentration within the peritoneal liquid
under the manufacturer recommendations. For IL6 ELISA assay, peritoneal liquid were obtained
from 41 DIE patients undergoing a surgical procedure and from 30 control patients hospitalized for a

93



Role de I'interaction CXCL12-CXCR4 dans I’endométriose profonde

non-inflammatory disease requiring a surgical procedure (splenectomy, hernia,...). Classical ELISA
from R&D Systems (R&D systems, Abingdon, United Kingdom) was used to analyze CXCL12
concentration within the peritoneal liquid under the manufacturer recommendations.

Statistical Analysis

All the results are the means of independent triplicate experiments for each cellular population from
each patient. Means were compared by the Student’s test. A level of p<0.05 was accepted as
significant.

RESULTS

Biopsies

Fourteen patients were included in the study. Twelve biopsies of eutopic endometrium and fourteen
biopsies of deep endometriotic nodules were obtained from those patients. Twelve Es cell lines were
extracted from 12 samples of eutopic endometrium and 14 Ds cell lines were extracted from 14
samples of deep infiltrating endometriotic nodules. One cell line was eliminated for failure of culture
and another cell line was eliminated for bacterial contamination. A total of 11 Es, and 13 Ds cell lines
were included for study.

Twelve control women were included in the study. Twelve biopsies of healthy endometrium were
obtained and provided 12 stromal control endometrial cell lines. Two cell lines were eliminated for
failure of culture. Finally, 10 Cs cell lines have been used in this study.

Evaluation of expression of CXCR4 on eutopic endometrium and deep infiltrating stromal cells from
patients with endometriosis by immunoblotting

CXCR4 was present in all cell lines but in higher amounts in the stromal cell lines derived from
eutopic endometrium (Es, 0.53 = 0.08) compared to the stromal cell lines derived from control
endometrium (Cs, 1.29 + 0.06) and to the stromal cell lines derived from deep infiltrating
endometriotic nodule (Ds, 0.53 £ 0.07) (Figure 1A).

The CXCR4 expression in Es cells was 2.43-fold higher when compared with Cs cells and Ds cells
(p<0.05, respectively) (Figure 1B).

Evaluation of expression of CXCR4 in eutopic endometrium and deep infiltrating stromal cells from
patients with endometriosis by flow cytometry

Es, Ds and Cs cells were analyzed for CXCR4 expression (Figure 2A). The mean fluorescence intensity
of CXCR4 expression in Es cells (149 £ 30) is significantly higher compared to Cs (746 £ 25) and Ds
(228 + 40) cells (p<0.05, respectively) (Figure 2B).

Effect of CXCL12 on invasion of eutopic endometrial stromal cells
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The stimulating effect of CXCL12 on migration and invasion of stromal cells was evaluated using
transwell chamber assay (Figure 3A). The potential of invasion and migration of Cs cells in the lower
chamber through Matrigel-coated polycarbonate filters was similar with or without CXCL12. On the
contrary, Es cells are significantly more attracted when CXCL12 is present in the lower chamber than
when CXL12 is no present (142 £ 3 vs 38 £ 2 respectively, p<0.01) (Figure 3B). Thus, CXCL12 is a
potent chemo-attractant for Es cells but not for Cs cells. This phenomenon shows a deviation of the
phenotype of the Es cells concerning their ability to interact with CXCL12 which is in agreement with
their increased CXCR4 expression.

Analysis of CXCL12 Concentration in the Peritoneal Liquid

CXCL12 concentration in the peritoneal liquid was significantly higher in the DIE patients than in the
control (p<0.05) (Figure 4).
Analysis of IL6 Concentration in the Peritoneal Liquid

IL6concentration in the peritoneal liquid was significantly higher in the DIE patients than in the
control (p<0.05) (Figure 5).
DISCUSSION

The most widely accepted explanation for development of endometriosis is a retrograde
menstruation with implantation of endometrial cells according to Sampson’s theory. However, the
amount of endometrial cells found in the peritoneal fluid is not higher than that of healthy women
5 The stimuli necessary to provide attachment and outgrowth of endometrial cells after arrival in
the peritoneal cavity remain unknown. We hypothesize that the susceptibility of a woman to develop
endometriosis is based on the modification of endometrial cells in conjunction with peritoneal
factors able to stimulate cellular attraction, and adhesion in addition to cell growth.

In previous studies, we have confirmed that endometrial and deep endometriotic stromal cells of DIE
patients have a hyperproliferatif phenotype compared with stromal cells from control endometrium
80982 1n the other hand, the potential role of the peritoneal environment in the development of the
disease has been widely studied *’%. It is agreed that a local inflammation occurs in the peritoneal
cavity and there are substantial evidences that immunological factors and angiogenesis enhance the
implantation of endometrial cells and the progression of the disease. Indeed, proinflammatory
cytokines and growth factors were found elevated in the peritoneal fluid of women with
endometriosis and could contribute to the proliferation of endometriotic implants and
neoangiogenesis'’> 74477,

The purpose of our study was to demonstrate the presence of a chemoattractant able to stimulate

the attraction and the anchoring of the endometrial cells in the peritoneal cavity.
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We investigated the expression of a chemokine receptor CXCR4 expressed physiologically by healthy
endometrium®*® on endometrial and deep endometriotic stromal cells of DIE patients. The both
western blot and flow cytometry experiments confirm that the eutopic endometrium of DIE patients
overexpresses CXCR4 compared to healthy endometrial cells and deep endometriotic cells. This
overexpression has also been recently observed by Ruiz at al. who show an increase CXCR4 protein
levels by immunohistochemistry in endometriotic lesions compared to the endometrium of controls
9 We suppose that overexpression of CXCR4 is stimulated by the activated phenotype of
endometrial cells. Indeed, we evidenced in a previous work on DIE patients, selected for the same
criteria as for this work, that endometriotic cells have a hyperproliferative phenotype in a direct
relation with an increased endogenous oxidative stress, activation of the ERK and of the mTOR/AKT

8L The ERK dependent activation of CXCR4 has been shown in cancer. For example, Kukreja

pathway
et al **° have observed that CXCR4 expression in human prostate cancer cell lines (PC-3) is dependent
on MEK/ERK signalling cascade and NF-KB activation. Furthermore, ERK signalling pathway is likely
associated with several mechanisms of cell motility mediated by CXCR4, including regulation of the

® it has been

transcriptional levels of MMP. In a model of oral squamous cell carcinoma cells *
observed that the underlying mechanism of CXCR4 favouring migration and invasion by regulating
MMP expression involves the activation of the ERK signalling pathway. This phenomenon has also

%7 The mechanism of DIE that

been observed in chondrosarcoma and was amplified by hypoxia
penetrates pelvic organs and combining several locations *** could be compared to certain invasive
and metastatic forms of cancer. In this line, these data suggest that overexpression of CXCR4 in
endometriosis is probably related to the activation of ERK and probably implicated in cell migration
and invasion.

The chemokine stromal cell-derived factor-1 (SDF-1a)/CXCL12 represents the single natural ligand for

333

the chemokine receptor CXCR4 *°. CXCL12 possesses angiogenic properties and is involved in the

377, 425, 488489 40 in the lesions of certain

outgrowth and metastasis of CXCR4-expressing tumors
inflammatory immune disorders, such as rheumatoid arthritis*°. Peritoneal mesothelial cells are able
to produce CXCL12 *® but the overexpression of CXCL12 in the peritoneal fluid of endometriotic
patients has never been shown. We demonstrate for the first time by ELISA assays that the rate of
CXCL12 was significantly higher in peritoneal fluid of DIE patients than that in healthy women. As
several studies have shown increased production of CXCL12 during the inflammatory process *°**%,
we hypothesize that the increased rate of CXCL12 in peritoneal fluid of DIE patients is related to the
inflammatory environment. This could be related to inflammation known in endometriosis that we

confirm by an increase of IL6 in the peritoneal fluid of our patients. This increased level of IL6 in the
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peritoneal fluid of patients with endometriosis confirm previous study showing the production of IL6
by activated macrophages 2 *%3.

A mechanism for cancer metastasis has emerged that highlights the role of chemokines. In this
signaling and homing mechanism, target organs produce and release specific chemokines that attract
nearby or distant cancer cells bearing specific corresponding receptors. It's based on the principles of
the “seed and soil” hypothesis which was first discussed theory by Stephen Paget over a century ago
in 1889. Signaling induces directional, site-specific cell migration leading to implantation in a

I”

favorable “soil.” Recent studies support this signaling mechanism as described in numerous cancer

425,489,494 A5 in metastatic cancer, we hypothesized that the CXCL12/CXCR4 axis plays a major

models
role in the development of DIE. Indeed, we show for the first time that stromal endometrial cells are
able to be attracted by the peritoneal fluid. In fact, the experiments by transwell assays confirm that
the endometrial stromal cells are specifically attracted by CXCL12 while endometrial cells of healthy
women don’t migrate in CXCL12 environment. Although it is certainly not the only pathway, the
CXCL12-CXCR4 axis plays a major role in the regulation of trafficking and homing of endometrial cells
in peritoneal cavity.

Our work shows for the first time that endometrial stromal cells of DIE patients have the capacity, in
the inflammatory context that represents endometriosis, to be specifically attracted in the peritoneal
cavity. This phenomenon based on CXCL12/CXCR4 pathway supports the additive theory of Sampson

in the physiopathology of endometriosis. Moreover, our findings identify the CXCR4 receptor as a

potential novel therapeutic target for treatment of deep infiltrating endometriosis.
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Legends to the figure
Figure 1- Expression of CXCR4 by eutopic endometrial (Es) and deep infiltrating (Ds) stromal cells

compared to control endometrial stromal (Cs) cells. A: Determination of CXCR4 by western blot in
cell lysates. Western blotting of CXCR4 were performed on lysates of the various stromal cell lines
(10 Cs, 11 Es, and 14 Ds) using a specific anti-CXCR4 antibody. A representative western blot is
shown, obtained with stromal cell lines extracted from one patient and from one control. B:
Quantitative analysis of CXCR4. Quantitative analysis was performed in all stromal cell lines (10 Cs,
11 Es, and 14 Ds) by Western blot analysis. The mean optical density ratio CXCR4/Bactine was
calculated in all stromal cell lines: *p<0.05, endometriotic versus control cells, Tp<0.05 eutopic
endometrial versus deep infiltrating cells.

Figure 2 - Cytofluorometrical analysis of the expressed CXCR4 by eutopic endometrial (Es) and
deep infiltrating (Ds) stromal cells compared to control endometrial stromal (Cs) cells. FACS
analysis using the monoclonal anti-CXCR4 antibodies. The staining patterns of the CXCR4 antibodies
are shown in gray, the respective isotype controls in white. The x-axis indicates fluorescence intensity
measured on a log10 scale, and the y-axis indicates events counts on a linear scale. A representative
experiment of three is shown.

Figure 3 - Effect of CXCL12 on invasion of eutopic endometrial stromal cells

A: Eutopic endometrial (Es) and Control endometrial (Cs) stromal cells migrated through the
Matrigel-coated membrane were stained with toluidine blue under the condition of serum free
DMEM (CXCL12-, first line) and 200 ng/mL CXCL12 preincubated (CXCL12+, second line). Original
magnification x 10. B: Quantitative analysis of number of migrated cells on transwell assay: the
mean number of migrated cells on 6 visual fields was calculated for control endometrial stromal (Cs)
and eutopic endometrial stromal (Es) cells with or without CXCL12. **p<0.01, CXCL12+ versus
CXCL12.

Figure 4 - Analysis of CXCL12 Concentration in the Peritoneal Liquid by Elisa assay

CXCL12 concentrations were analyzed in peritoneal liquid of 35 healthy women (control) and of 25
DIE patient. *p<0.05, DIE versus control women.

Figure 5 - Analysis of IL6 Concentration in the Peritoneal Liquid by Elisa assay

IL6 concentrations were analyzed in peritoneal liquid of 30 healthy women (control) and of 41 DIE

patient. ¥*p<0.05, DIE versus control women.
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Figure 3-Transwell
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Analyse

L’objectif de ce travail était de mettre en évidence le recrutement des cellules endométriales
dans la cavité péritonéale des femmes endométriosiques par I'intermédiaire de l'interaction du
couple CXCR4-CXCL12 connu pour étre impliqué dans le recrutement des cellules tumorales
métastatiques™. Il a déja été montré que le récépeur de la chimiokine CXCL12, CXCR4, était
exprimé dans 'endométre de femmes saines**® et surexprimé dans les lésions endométriosiques **.

Nos expériences montrent une surexpression du récepteur CXCR4 par les cellules
d’endometre eutopique des femmes endométriosiques par rapport aux cellules d’endometre sain. La
surexpression de CXCR4 pourrait étre en rapport avec le phénotype activé des cellules
endométriosiques profondes tel que nous Il'avons démontré dans les travaux présentés

481

précedemment™-. Cette hypothese est renforcée par le fait que, dans le cancer, il a été montré que

450, 486-487

I'activation de CXCR4 pouvait étre en rapport avec une activation de la voie ERK . Enoutre, la
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voie ERK est impliquée dans la motilité cellulaire par le biais de I'activation de métalloprotéases
matricielles %,

Nous montrons par ailleurs une production accrue de la chimiokine CXCL12 dans le liquide
péritonéal des femmes endométriosiques. Nous pourrions I'expliquer par I'inflammation locale
connue de la cavité péritonéale des femmes endométriosique, et que nous confirmons par une
augmentation de linterleukine IL6 dans le liquide péritonéal de nos patientes. En effet, une
surexpression de CXCL12 est couramment observée lors des phénoménes inflammatoires *** .

Enfin, nous montrons pour la premiere fois I'attraction spécifique des cellules d’endomeétre
eutopique surexprimant le CXCR4 par le CXCL12 présent en quantité accrue dans le liquide péritonéal
chez les femmes porteuses d’une endométriose profonde. Ce mécanisme accrédite la théorie
physiopathologique du reflux menstruel décrite par Sampson. En outre, ces données permettent
d’envisager la voie CXCL12-CXCR4 commeune nouvelle perspective pour le traitement de
I’endométriose profonde. Un inhibiteur de CXCR4, le plérixafor, utilisé dans I'auto-greffe de moelle
dans les lymphomes non-hodgkiniens et les myélomes multiples est commercialisée en France depuis

2010.

e CXCR4 est surexprimé par les cellules d’endomeétre eutopique des femmes porteuses
d’endométriose profonde

e CXCL12 est surexprimé dans le liquide péritonéal des femmes porteuses d’endométriose
profonde

e Il existe une attraction spécifique des cellules d’endomeétre eutopique surexprimant le CXCR4
par le CXCL12 présent en quantité accrue dans le liquide péritonéal des femmes porteuses
d’endométriose profonde

e L’axe CXCL12-CXCR4 peut étre envisagé comme nouvelle perspective dans le traitement de

I’endométriose profonde
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Perspectives fondamentales

L'ensemble de ces travaux mettent en relief de multiples possibilités thérapeutiques non
hormonales pour le traitement de 'endométriose. Nous montrons une prolifération cellulaire accrue
au sein de I'endometre eutopique et de maniere amplifiée au niveau du nodule endométriosique
profond chez les malades endométriosiques. Ce phénotype hyperprolifératif est en rapport avec
une dérégulation de plusieurs voies métaboliques: augmentation du stress oxydant endogéne,
activation de la voie ERK et activation de la voie PI3K-AKT-mTOR. Ainsi, nous avons testé des
molécules agissant sur chacune de ces voies in vitro et pour certaines d’entre elles in vivo. Nous
avons également montré que la voie CXCL12-CXCR4 était impliquée dans le recrutement des cellules
endomeétriales dans la cavité péritonéale. Cet aspect mériterait d’étre approfondi, en particulier en
testant des inhibiteurs de CXCR4 comme le plérixafor, qui est aujourd’hui utilisé dans I'auto-greffe de
moelle dans les lymphomes non-hodgkiniens et les myélomes multiples.

Grace a la collaboration des services de chirurgie gynécologique du Professeur Chapron, de
chirurgie digestive du Professeur Dousset et du laboratoire d'immunologie du Professeur Batteux,
nous posssédons une banque de tissus humains endométriosiques unique en France qui permet de
mener de front plusieurs travaux de recherches sur I'endométriose. En ce qui concerne
I’endométriose profonde avec atteinte rectale, nous opérons une cinquantaine de malades par an.
Chacune de ces malades fait I'objet de biopsies d’endometre eutopique, de nodule profond et de
liquide péritonéal.

L'un des projets a venir est d’explorer le versant pro-angiogénique de la maladie qui a été

62-63

montré par de nombreux travaux™"°. Ainsi, nous aimerions tester le sorafenib (Nexavar®) qui a la

266-267
f

double spécificité d’étre un inhibiteur de Ra et un anti-angiogénique. Il est utilisé dans le

268-269

traitement du cancer du rein métastatique et dans le carcinome hépatocellulaire localement

270

avancé “". Ses activités antiprolifératives, anti-VEGF et anti-PDGF seraient évaluées sur les cellules

endométriosiques profondes et sur un modele animal murin.

Perspectives cliniques

Proposition d’un essai clinique

Parmi les molécules que nous avons testées dans nons différents travaux, un inhibiteur
sélectif de la protéine mTOR, le temsirolimus, a montré un effet antiprolifératif sur les cellules

endométriosiques profondes confirmé in vivo sur un modéle animal de souris immuno-déficientes.
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Ces données encourageantes nous conduisent a proposer un essai clinique afin de tester cette
molécule chez les femmes endométriosiques.

Le temsirolimus métabolisé en sirolimus aprés un premier passage hépatique, existe
uniquement sous la forme d’un soluté destiné a la voie veineuse. Le sirolimus (rapamycine), en
revanche, couramment utilisé dans la prévention du rejet de greffe en transplantation rénale, existe
sous une forme administrable par voie orale. Pour les patientes porteuses d’'une endométriose qui
représentent une population de femmes jeunes en bon état général, il nous a paru plus adapté de
tester un traitement par voie orale plutét que par une voie veineuse qui alourdirait la prise en
charge.

Le sirolimus est une substance naturelle (lactone) macrocyclique produite par la bactérie
Streptomyces hygroscopicus. 1l forme un complexe avec l'immunophiline FKBP12 qui inhibe
spécifiquement I'activité kinase de mTOR en se liant a son domaine catalytique FRB. Il s’agit d’un
antibiotique étudié initialement pour ses propriétés antifongiques, puis pour ses propriétés
immunosuppressives. Ses caractéristiques antiprolifératives et pro-apoptotiques ont secondairement
été mises en évidence sur les cellules tumorales®®. Ainsi, les rapalogues (analogues de la
rapamycine), dont le temsirolimus fait parti, ont été développés alors que le sirolimus lui-méme
n’est pas utilisé dans le domaine de la cancérologie. Ils possédent une activité anti-angiogéniques

497-499

qui a été confirmée par de nombreux travaux . Ces molécules sont relativement bien tolérées et

utilisées dans la pratique courante dans le traitement des cancers du rein métastatiques®®>".

Par analogie avec une étude de phase Il évaluant I'utilisation du sirolimus dans le CHC sur
cirrhose®®, nous avons choisi un schéma d’administration orale de 20 mg en une prise hebdomadaire
(soit 10 comprimés de 2 mg) suivi de 30 mg une prise hebdomadaire aprés un mois de traitement en
cas de bonne tolérance. Le rythme hebdomadaire se justifie par une longue demi-vie de la molécule
et la posologie est basée sur I'évaluation du rapport bénéfice risque évalué par des études de phase |
339,303 ges effets secondaires principaux sont un retard a la cicatrisation du fait de ses propriétés
immunosuppressives ainsi que des réactions d’hypersensibilité rares mais graves (annexe 1).

Le bénéfice attendu du traitement serait de diminuer les douleurs endométriosiques dont

I'intensité est en rapport avec I'extension des Iésions par réduction du volume lésionnel afin d’éviter

une chirurgie ou de permettre une chirurgie moins extensive donc moins morbide.

Schéma de I’étude

Le schéma de I'étude est représenté annexe 2.
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Nous proposons une étude prospective monocentrique avec bénéfice individuel direct. Son
objectif principal serait d’évaluer [I'efficacité du sirolimus sur les douleurs pelviennes
endométriosiques profondes par le biais de son activité antiproliférative. Les objectifs secondaires
seraient (1) de déterminer si le sirolimus diminue le volume et le nombre de sites atteints par
I'endométriose profonde, (2) de déterminer si le sirolimus diminue le volume de [I'atteinte
endométriosique annexielle, (3) d’évaluer I'effet du sirolimus sur la prolifération des cellules
endométriosiques eutopiques et ectopiques ex vivo et (4) d’évaluer I'effet du sirolimus sur la voie
mTOR-AKT des cellules endométriosiques eutopiques et ectopiques ex vivo.

Les patientes éligibles de plus de 18 ans seraient porteuse d’'une endométriose pelvienne
profonde avec atteinte rectale sous-douglassienne diagnostiquée par au moins deux examens
d’imagerie concordants (parmi une échographie pelvienne endo-vaginale, une IRM pelvienne et une
échographie endorectale), symptomatiques aprés échec du traitement hormonal, et donc
candidates a un traitement chirurgical. La présence d’une atteinte ovarienne ou non, d’un projet de
grossesse a moyen terme ou non et d’'une infertilité ou non ne constitueraient pas de critéres
d’exclusion. Une contre-indication au sirolimus selon le Résumé des Caractéristiques du Produit, une
grossesse ou le refus d’une contraception efficace et une infection non contrélée seraient des
critéres de non éligibilité. Les patientes sans couverture sociale ou risquant de ne pas adhérer aux
astreintes de I’étude pour des raisons, sociales, psychologiques ou géographiques ne seraient pas
inclues.

Le traitement associerait du sirolimus (Rapamune®; Wyeth Pharmaceuticals France) a la
posologie de 20 mg/semaine pendant 4 semaines puis de 30 mg/semaine pendant 8 semaines en cas
de bonne tolérance de la triptoréline (DECAPEPTYL® Lp 11,25 mg ; Ipsen Pharma) 1 injection par voie
intra-musculaire une semaine avant le début du traitement par sirolimus puis a 3 et a 6 mois. Le
traitement chirurgical serait réalisé 6 semaines aprés I'arrét du sirolimus.

Un bilan biologique complet (NFS-plaquettes, transaminases, phosphatases alcalines, y-
glutamyl transférase et bilirubine totale, cholestérol, triglycérides) serait réalisé dans la semaine
précédant la premiére administration du traitement de I'étude. Un test de grossesse serait réalisé en
cas de doute. Les patientes prendraient leur traitement a domicile. Elles auraient un bilan biologique
comportant NFS-plaquettes avant chaque nouvelle administration du traitement. Des polynucléaires
neutrophiles < 1.0 x 10°/L et des plaquettes < 75 x 10°/L conduiraient a repousser le traitement d’une
voire deux semaines jusqu’a récupération de ces valeurs. Si la récupération ne survenait pas au bout

de deux semaines, la patiente serait sortie de I’étude. Un bilan comportant un dosage du cholestérol
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et des triglycérides serait effectué une fois par mois. Les patientes seraient vues en consultation une
fois par mois. Les examens complémentaires seraient réalisés a Cochin.

Le nombre de patientes a inclure serait déterminé selon un schéma de Gehan simplifié. Si
aucune réponse objective n’était observée parmi les 9 premiéeres patientes inclues, la probabilité
gue le taux de réponse soit > 30% serait < 0.05 et les inclusions seraient interrompues. Si au moins
une réponse objective était observée chez les 9 premieres patientes évaluables, 16 patientes
supplémentaires seraient inclues afin de préciser l'intervalle de confiance. Entre 9 a 25 patientes
évaluables pour la réponse sur les douleurs pelviennes endométriosiques seraient donc inclues.

Cette étude cherchant a valider une hypothese, I'analyse sur les patientes évaluables est
plus appropriée que l'analyse en intention de traiter. En conséquence, si une ou plusieurs
patientes ne pouvaient pas étre évaluée, quelle qu’en soit la raison, elles seraient remplacées
pour avoir le nombre requis de patientes.

Les douleurs pelviennes endométriosiques seraient évaluées par un questionnaire validé
en frangais, I'EHP-5 (annexe 3), effectué avant et apres le traitement par le sirolimus. Le volume,
le nombre, les sites et I'aspect de I'atteinte endométriosique profonde ainsi que l'atteinte
annexielle seraient évalués au moment de l'inclusion et au terme des 3 mois de traitement par
une IRM pelvienne. La prolifération cellulaire et I'activité de la voie mTOR-AKT seraient évaluées
ex vivo sur une biopsie d’endometre eutopique réalisée au moment de I'inclusion en consultation
et au terme des 3 mois de traitement au cours du traitement chirurgical sur une biopsie

d’endomeétre eutopique et sur une biopsie du nodule endométriosique profond.
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Annexe 1 D’apres la monographie de OWYETH
Révisée le 28 Octobre 2008

RAPAMUNE’

sirolimus

Indication

Le sirolimus est indiqué en prévention du rejet d'organe chez les patients adultes présentant un
risque immunologique faible a modéré recevant une transplantation rénale.

Pharmacocinétique

Absorption

Aprés administration de la solution orale Rapamune, le sirolimus est rapidement absorbé. le délai
d’atteinte de la concentration maximale est de une heure chez les sujets sains.

Distribution

Le sirolimus se lie principalement a I'aloumine sérique (97 %), a I'al-glycoprotéine acide ainsi qu’aux
lipoprotéines.

Métabolisme

Le sirolimus sert de substrat au cytochrome P450 IlIA4 (CYP3A4) et a la P-glycoprotéine. Il est
principalement métabolisé par O-déméthylation, par hydroxylation ou par les deux mécanismes.
Sept métabolites principaux se retrouvent dans le sang entier. Certains de ces métabolites peuvent
étre détectés dans des échantillons de plasma, de selles et d’urine. Les inhibiteurs de mTOR sont
métabolisés par les cytochromes P450 3A4 et 5 et leur élimination est mixte biliaire et urinaire.
Elimination

Le sirolimus est essentiellement éliminé dans les selles.

Posologie et mode d’administration

Le sirolimus est réservé a la voie orale.

Posologie usuelle (dans la prévention du rejet d’organe): 6 mg/j en dose de charge puis 2mg/j. La

posologie doit ensuite étre adaptée individuellement afin d'obtenir des concentrations résiduelles

dans le sang total comprises entre 4 et 12 ng/ml (dosage chromatographique).

Colit du traitement
e 4,15€/mg(cpa2mg)
e 20 mg /semaine pendant 4 semaines puis 30 mg/semaine pendant 8 semaines par malade :

124,5x 12 : 1 358 € par malade

* Etude 9225 malades: 11952 333950 €

Contre-indications

Hypersensibilité a la substance active ou a |I'un des excipients.

Mises en garde et précautions d’emploi

e |l existe un risque de surdosage chez les patients présentant une insuffisance hépatique. Les
concentrations résiduelles de sirolimus dans le sang total doivent étre étroitement surveillées.

¢ Il n'yapasd’influence de la fonction rénale sur la pharmacocinétique du sirolimus.

e Le sirolimus est métabolisé par l'isoenzyme CYP3A4 au niveau de la paroi intestinale et dans le
foie. Les puissants inhibiteurs du CYP3A4 (kétoconazole, voriconazole, itraconazole,
télithromycine ou clarithromycine) réduisent le métabolisme du sirolimus et augmentent sa
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concentration sanguine tandis que les puissants inducteurs du CYP3A4 (rifampicine, rifabutine)
augmentent le métabolisme du sirolimus et réduisent sa concentration sanguine. La co-
administration du sirolimus et d'inhibiteurs ou inducteurs puissants du CYP3A4 n'est pas
recommandée. Le jus de pamplemousse modifie le métabolisme impliquant le CYP3A4 et doit
donc étre évité.

Une augmentation de la sensibilité aux infections (herpés des muqueuses) liée aux propriétés
immunosuppressives de la maladie est observée.

Un défaut ou retard de cicatrisation de plaies ont été rapportés avec un risque de désunion des
plaies, de fistule anastomotique, d’éviscération et de lymphocele. Il est lié a une inhibition de la
production de certains facteurs de croissance susceptibles d’influencer I'angiogénése, la
prolifération des fibroblastes et la perméabilité vasculaire.

Le développement de lymphomes ou autres cancers, en particulier cutanés, a été rapporté.

Des réactions d'hypersensibilité graves telles que des réactions anaphylactiques ou
anaphylactoides, un angio-oedéme, une dermatite exfoliative ou une vascularite
d’hypersensibilité sont rarement observées.

L'apparition d’'une leucopénie au cours du traitement peut étre directement liée au sirolimus ou
a une infection virale. En cas de leucopénie, la dose de sirolimus devra atre diminuée.

Le sirolimus peut engendrer une hypercholestérolémie et une hypertriglycéridémie.

Grossesse

Il n'existe pas de données suffisamment pertinentes concernant I'utilisation de sirolimus chez

la femme enceinte. Des études effectuées chez I'animal ont mis en évidence une toxicité

embryonnaire et foetale. Le risque potentiel en clinique n'est pas connu. Le sirolimus ne doit donc

pas étre utilisé lors de la grossesse a moins d'une nécessité absolue. Une contraception efficace doit

étre utilisée au cours du traitement et pendant 12 semaines apreés I'arrét de ce traitement.
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e N
l Les effets indésirables tres fréquents (observes chez 10 % desJ

patients ou plus) mcluent : <

¢ Anomalie de la cicatrisation

¢ Troubles de la vision

o Acne

¢ Constipation

¢ Diarrhee

¢ Maux de téte

¢ Insomnie

¢ Douleurs aux articulations, aux os ou au dos

¢ Nausées ou dérangements d’estomac

¢ Maux de ventre

¢ Enflure des mains, des pieds, des chevilles ou de la partie

inférieure des jambes

¢ Tremblements

¢ Infection des voies urinaires

o Faiblesse

Les effets indesirables fréquents (observeés chez 1 % a 9 % des

patients) incluent :

e Saignement ou apparition de bleus anormaux

e Symptdmes ressemblant a ceux du rhume ou de la grippe
(infection pulmonaire)

o Etourdissements au passage a la station debout

e Sentiment d’anxiété

e Fievre ou frissons

Accélération du rythme cardiaque ou palpitations cardiaques

Infection rénale

Douleurs aux jambes ou aux muscles

Ulcere de la bouche ou herpés labial (feu sauvage)

Saignement de nez

Eruption

Essoufflement

e Cancer de la peau

e Cicatrisation lente de plaies opératoires

[Les effets indésirables peu fiéquents ou rares {observes chez ]
moins de 1 % des patients) incluent :
e Mélanome (forme de cancer de la peau)
e Pancréatite (inflammation du pancréas)
e Réaction allergique grave, Cufance Ol AUME - Gr——
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Adaptation linguistique de |’endometriosis health

profile5: EHP 5

Linguistic adaptation of the endometriosis health profile 5: EHP5
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PARTIE 1
Jamais | Rarement | Parfois | Souvent | Toujours
Avez-vous éprouvé des difficultés a
ei-d ¢ 8] 0 0 u] u)
marcher a cause des douleurs 7
Avez-vous eu I'impression que vos 0 C 0 0 0
symptomes réglaient votre vie ? :
Avez-vous eu des changements
d’humeur ? o O O o o
Avez-vous cu I'impression que les
autres ne comprenaient pas ce que (] O o o O
vous enduriez ?
Avez-vous cu I'impression que votre
sl assaks O O O 0 0
apparence avait changée *
PARTIE 2
Jamais |Rarement | Parfois | Souvent | Toujours
Avez-vous €t¢ incapable d’assurer des
obligations professionnelles a cause a O O a O
des douleurs?
Avez-vous trouvé difficile de vous = - - q =
occuper de votre (vos) enfant(s) ? -
Vous étes vous sentie inquicte a I'idée
d’avoir des rapports a cause de la lI [ 0 ]
douleur ?
Avez-vous eu le sentiment que les
médecins pensaient que ¢ ¢tait dans 0 0 N 0 O
votre téte?
Avez-vous ¢t¢ dégue parce que le 0 0 U . -
traitement ne marchait pas ? =
Vous €tes vous sentie déprimée face a
I'éventualité de ne pas avoir d’enfants 0 [ [ a O
ou d’autres enfants ?
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