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INTRODUCTION 

 

Les néoplasmes neuroendocrines gastro-entéro-pancréatiques, ou NNE GEP, représentent 

un groupe de tumeurs très hétérogènes, se développant à partir des cellules neuroendocrines de 

Leurs caractéristiques morphologiques, phénotypiques et fonctionnelles rappellent 

celles des cellules neuroendocrines. Certaines de ces tumeurs sont donc capables de synthétiser et 

sécréter des peptides et des hormones.  

Ce sont des est estimée entre 2 et 5 nouveaux cas par an pour 

100 000 personnes (Yao, Hassan, et al. 2008). Du fait de leur grande hétérogénéité, on retrouve 

parmi les NNE GEP des tumeurs indolentes, à développement lent, et au contraire des tumeurs très 

agressives et à développement rapide, pour lesquelles les chances de survie sont très faibles malgré 

les traitements. 

démontré leur efficacité sur la survie sans progression des NNE pancréatiques  de mTOR 

(mechanistic target of rapamycin) évérolimus (Yao et al. 2011) -kinase 

sunitinib (Raymond et al. 2011). Cependant ces traitements présentent des résistances qui 

résistance. 

inhibiteurs de mTOR pour comprendre les mécanismes de résistances à ces thérapies, dans le but 

de les contourner. Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés au stress du réticulum 

endoplasmique (SRE) et à l  « unfolded protein response » (UPR) engendrée par le SRE. Ce grand 

mécanisme de régulation du stress cellulaire est impliqué dans la survie et la mort. En effet, le 

 aussi bien favoriser la survie cellulaire que lui nuire 

principalement du fait de leur forte prolifération, et de stress environnementaux comme la 
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déplétion en nutriments consécutives à morale. De plus, 

 

aux traitements par inhibiteurs de mTOR.  

Ce manuscrit est divisé en une première partie faisant état des connaissances actuelles sur 

deuxième 

partie « Résultats » regroupant mes travaux publiés et non publiées. Il se termine par une troisième 

partie « Discussion et perspectives ».  
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Figure 1 : Localisation anatomique des cellules et organes neuroendocrines. 

Les organes neuroendocrines sont en bleu, les organes partiellement neuroendocrines en vert et les organes 
abritant le système endocrinien diffus en 
des cellules neuroendocrines peuvent y être dispersées. 
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PREMIERE PARTIE  LES NEOPLASMES NEUROENDOCRINES GASTRO-ENTERO-

PANCREATIQUES (NNE GEP) 

 

1. Les cellules neuroendocrines 

1.1. Définition 

 Le terme neuroendocrine se réfère aux propriétés sécrétoires des cellules, et non pas à leur 

siège ou origine embryologique. Les cellules neuroendocrines sont ca

marqueurs protéiques endocrines, comme la chromogranine A et neuroendocrines comme la 

synaptophysine.  

Les cellules neuroendocrines forment soit , comme la 

thyroïde, -hypophyse, la médullo-surrénale et les glandes parathyroïdes (en 

bleu Figure 1), ou elles peuvent se regrouper en amas cellulaires individualisés à l

 pancréas où elles constituent le pancréas endocrine (en vert Figure 1). Elles 

peuvent f  

le tube digestif, le poumon . Ce réseau est appelé système endocrinien diffus 

(en rouge Figure 1). Enfin, on retrouve des cellules neuroendocrines dans des glandes qui ne sont 

pas neuroendocrines, comme le thymus (en violet Figure 1), ou dispersées dans les tissus (arbre 

urinaire, glande mammaire) (Scoazec 2005; Lewis 1996). 

Les cellules neuroendocrines se caractérisent par la présence de vésicules de sécrétion, ou 

grains de sécrétion, dont le contenu est libéré dans le milieu extracellulaire par un processus 

rents facteurs stimulant la sécrétion (Tableau 1). Ces grains constituent le 

appareil de 

Golgi, les hormones sont stockées dans les grains de sécrétion où elles pourront finir leur maturation 

contenu dans ces grains. Ils contiennent 

notamment des enzymes comme les convertases PC1, 2 et 

de devenir active. Les chromogranines A, B et C sont des constituants spécifiques des grains de 

sécrétion (S. A. Feldman et Eiden 2003; T. Kim et al. 2005). La chromogranine A est libérée avec les 

hormones dans le milieu extracellulaire et elle est considérée comme un marqueur endocrine, dosé 
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dans le sérum humain ou détecté par 

biopsie par exemple. Les vésicules neurosécrétoires caractérisent également les cellules 

neuroendocrines, sans leur être spécifiques. En effet, ce sont les homologues des vésicules 

présynaptiques des neurones, et parmi leurs constituants, on retrouve la synaptophysine, la 

synaptotagmine et la synaptobrévine (Wiedenmann et Huttner 1989). Ce sont des marqueurs dit 

neuroendocrines, car communs aux cellules endocrines et nerveuses. Les marqueurs 

neuroendocrines comprennent également les marqueurs cytosoliques telles que la NSE (neuron-

specific enolase) ou la protéine PGP9.5 et les marqueurs membranaires, comme la protéine N-CAM 

(neural cell adhesion molecule). 

 

1.2. Fonctions 

La fonction principale des cellules neuroendocrines est de synthétiser et sécréter un ou 

plusieurs peptides ou hormones, qui vont induire ou réguler une fonction métabolique ou 

physiologique en agissant sur une ou plusieurs cibles. Les hormones se distinguent des autres 

médiateurs chimiques  leur capacité à exercer un rétrocontrôle négatif sur leur 

 

Au niveau gastrique et intestinal, une quinzaine de types cellulaires sécrétant une trentaine 

hormones agissant soit localement soit par voie sanguine ont été découverts. Les cellules 

neuroendocrines du tube digestif vont sécréter par exemple la cholécystokinine, la sérotonine, la 

somatostatine, la sécrétine, la gastrine (Tableau 1).  

Le pancréas endocrine, dans lequel les cellules neuroendocrines sont regroupées sous forme 

, le glucagon par les cellules , la 

somatostatine par les cellules , le polypeptide pancréatique par les cellules PP, et la ghréline par 

les cellules .  
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Tableau 1 : Les hormones sécrétées par les cellules neuroendocrines du tube digestif. 

Organe Type cellulaire Hormones Facteurs régulant la 
sécrétion 

Estomac Enterochromaffin-like Histamine Hormones, gastrine, 
facteurs neuronaux 

 X Amyline Non défini 

Estomac et 
duodénum G Gastrine 

Acides aminés, 
facteurs neuronaux et 

acidité 

Duodénum I Chelocystokinine, 
 

Lipides et facteurs 
neuronaux 

 Motiline Motiline Facteurs neuronaux 

 S Sécrétine Acidité 

Duodénum et 
jéjunum K Polypeptide gastrique 

inhibiteur 
Nutriments et 

hormones 

Tube digestif D Somatostatine Hormones, facteurs 
neuronaux et acidité 

 Entérochromaffine 
Sérotonine, substance 

P, guanyline, 
mélatonine 

Hormones, facteurs 
neuronaux 

 Gr Ghréline Hormones 

 VIP VIP (vaso-active 
intestinal polypeptide) Facteurs neuronaux 

Intestin grêle L 
Glucagon-like peptide, 

peptide YY, 
neuropeptide Y 

Glucose et hormones 

 N Neurotensine Lipides 
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1.3. Origine embryologique 

 des cellules neuroendocrines est bien 

connue : -hypophyse 

-hypophyse, qui elle dérive du plancher cérébral (Dorton 2000). De même, les 

cellules neuroendocrines des glandes parathyroïdes dérivent des poches branchiales.  

Au contraire, l

discutée. Il a longtemps été admis que ces cellules dérivaient de précurseurs migrant de la crête 

neurale vers leur localisation définitive (Farlie, McKeown, et Newgreen 2004). Les cellules 

neuroendocrines disséminées dans les tissus et aux propriétés fonctionnelles communes étaient 

regroupées dans un système commun, appelé APUD (amine precursor uptake and decarboxylation). 

Depuis, des études expérimentales ont pu montrer que certaines cellules neuroendocrines 

dérivaient effectivement de la crête neurale, comme les cellules de la médullo-surrénale, des para-

ganglions sympathiques, ou les cellules para-folliculaires de la thyroïde, mais que la majorité des 

cellules du système endocrinien diffus se formaient in situ à partir d cellule souche, identique à 

celle qui permet la différenciation des autres typ

elles se développent (Montuenga et al. 2003). L intestin embryonnaire comporte trois segments 

distincts (antérieur, moyen et postérieur) et chacun de ces segments 

de cellules souches  les cellules épithéliales, les cellules exocrines et les cellules 

neuroendocrines. Les cellules neuroendocrines du tube digestif dérivent donc d un précurseur 

spécifique pour chacun des trois segments (Schonhoff, Giel-Moloney, et Leiter 2004). 

 La différenciation en cellules neuroendocrines à partir des précurseurs implique des facteurs 

emble des cellules neuroendocrines de 

neurogénine 3 pour le tube digestif et le pancréas endocrine (Gradwohl et al. 2000; S. Wang et al. 

2009), ou pit- -hypophyse (Savage et al. 2003). A partir de ce précurseur commun 

émergent de nouveaux précurseurs des 

 (BETA2, 

Pax4, Pax6). Enfin, les cellules neuroendocrines de chacune des lignées se différentcient, toujours 

sous transcription (Figure 2) (Schonhoff, Giel-Moloney, 

et Leiter 2004; Scoazec 2005). 
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Figure 2 : Schéma représentatif des précurseurs et facteurs de transcription pour la différenciation des cellules 

-Moloney, et Leiter 2004. 
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2. Les néoplasmes neuroendocrines gastro-entéro-pancréatiques  

2.1. Epidémiologie 

Les NNE GEP sont des tumeurs relativement rares, représentant environ 0,5% des cancers, 

mais leur incidence a augmenté de manière constante au cours des 40 dernières années (Yao, 

Hassan, et al. 2008)

GEP de 3,6 fois aux Etats-Unis et entre 3,8 et 4,8 fois en Europe entre 1973 et 2007 (Fraenkel et al. 

2014)

opique et radiologiques

des cas au cours des années.  

africaine que chez les Caucasiens. Les localisations tumorales au 

fréquentes chez les Caucasiens (Hauso et al. 2008), alors que les Afro-Américains, Africains, les 

populations asiatiques et des îles du Pacifique développent plus de NEN rectaux (Yao, Hassan, et al. 

2008; Ito et al. 2010). 

-Unis 

(Lawrence et al. 2011). e autour de 67 ans chez 

et 65 ans chez la femme (Lepage et al. 2004)

deux sexes, puis leur incidence augmente plus r  

(Lepage et al. 2004).  

 

2.2. Caractéristiques  

Les NNE GEP sont donc des tumeurs très hétéro  qui expriment 

des marqueurs endocrines (chromogranine A) et neuroendocrines (synaptophysine). Les 

caractéristiques morphologiques, phénotypiques et fonctionnelles des cellules neuroendocrines 

normales peuvent être présentes chez les NNE GEP. Néanmoins, elles se caractérisent par une 

grande hétérogénéité  au niveau structural, fonctionnel, de leur localisation et de leur évolution 

(Scoazec 2005).  

Une étude conduite par trois centres nationaux de cancérologie sur treize mois indique que les 

principales localisations des tumeurs primitives ntestin grêle et le colon (43%). Ils 

sont suivis par le pancréas (32%), un primitif de localisation inconnu
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origine non digestive (4%), 

(n=668 patients) (Lombard-Bohas et al. 2009). 

La présence de métastases au diagnostic est très fréquente. En effet, plus de 70% des 

patients présentent une métastase au diagnostic, hépatique dans 60% des cas. Les autres 

localisations secondaires les plus fréquentes sont les ganglions lymphatiques à distance (22%), le 

péritoine (18%), les os (6%), les poumons (5%) et les ovaires (4%) (Lombard-Bohas et al. 2009). 

indispensables aux NNE. Lorsque leur développement est associé à un syndrome clinique secondaire 

sont qualifiés de tumeurs fonctionnelles.  

Du fait de leur grande hétérogénéité, le profil évolutif est très variable selon le type de NNE, 

ce qui complique la prise en charge clinique et thérapeutique des patients. Afin de faciliter le 

 prise en charge, différentes classifications ont été établies. 

 

2.3. Classification  

organisation mondiale de la santé (OMS) fait apparaître les NNE GEP dans sa 

classification (Solcia et al. 2000). Celle-ci sera actualisée une première fois en 2004 (DeLellis et al. 

2004) puis en 2010 (Rindi, Petrone, et Inzani 2014). La classification OMS 2010 distingue trois 

catégories de NNE GEP : les tumeurs neuroendocrines (TNE) de grade 1, les TNE de grade 2 et les 

carcinomes neuroendocrines (CNE) à petites ou grandes cellules (Tableau 2).  

Cette classification se base sur la morphologie cellulaire (le degré de différenciation) et sur 

- -67 est évalué par 

comptage 

-  

coupe tissulaire, dans dix champs au fort grossissement (High Power Field, HPF) et pour une surface 

(European NeuroEndocrine Tumor Society) en 2006.  
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Tableau 2 : Classification anatomopathologique OMS 2010 des NNE. 

 

Les NNE GEP sont aussi classées selon la classification TNM (Tumor-Nodes-Metastasis). Deux 

classifications TNM sont à ce jour disponibles : la première proposée par 

2006 (Rindi et al. 2006; Rindi et al. 2007), la seconde proposé  (Union for International 

Cancer Control), publiée en 2009 (Sobin et al. 2010). La classification TNM UICC est la classification 

actuellement reconnue internationalement (Tableau 3). 

  

 Morphologie 
(différenciation) 

Grade G1-
G3  

Ki-67 (%)* 

Index 
mitotique 

(pour 10 HPF) 

Abréviation 

Tumeur neuroendocrine 
Grade 1 

Bien différenciée  <2 TNE G1 

Tumeur neuroendocrine 
Grade 2 

Bien différenciée  G2 (3-20) 2-20 TNE G2 

Carcinome 
neuroendocrine G3 

Peu différenciée 
(petites ou grandes 

cellules) 

 G3 (>20) >20 CNE 

* Anticorps MiB1 (Immunotech ®) ; % sur 500 à 2 000 cellules tumorales dans les zones de plus haute densité de 
cellules marquées. 

HPF : High Power Field ou champs au fort grossissement 
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Tableau 3 : Classification TNM de l'UICC, version 2009 (Sobin et al. 2010).  

 Estomac Intestin grêle Pancréas Appendice Côlon-rectum 

TX Tumeur non évaluable 

T0 Pas de tumeur identifiable 

Tis T<0,5mm NA Carcinome in situ NA NA 

T1 

Lamina propria 
ou sous 

muqueuse 
envahie et T 

1 cm 

Muqueuse ou 
sous-muqueuse 
envahie et T 1 

cm 

Envahissement 
limité au pancréas 

et T  cm 
T  cm 

Muqueuse ou sous-
muqueuse envahie et 
T1a < 1 cm, T1b = 1-

2cm 

T2 

Musculeuse ou 
sous-séreuse 

envahie ou T > 
1 cm 

Musculeuse 
envahie ou T > 1 

cm  

Envahissement 
limité au pancréas 

et T > 2 cm 

Caecum 
envahi ou T 

> 2-4 cm 

Musculeuse envahie 
ou T > 2 cm 

T3 Séreuse 
envahie 

Pancréas ou 
rétropéritoine 

ou sous-séreuse 
envahi 

T dépassant le 
pancréas sans 

mésentérique 
supérieure 

Iléon envahi 
ou T > 4 cm 

Sous-séreuse ou 
graisse 

péricolique/rectale 
envahi 

T4 
Organes 

adjacents 
envahis 

Péritoine ou 
organes 

adjacents 
envahis 

artère 
mésentérique 

supérieures envahis 

Péritoine ou 
organes 

adjacents 
envahis 

Péritoine ou organes 
adjacents envahis 

NX Statut non évaluable 

N0 Absence de métastase ganglionnaire 

N1 Présence de métastases ganglionnaires 

MX Statut non évaluable 

M0 Absence de métastase à distance 

M1 Présence de métastases à distance 
Note : T, Tumeur primaire ; N, ganglions lymphatiques régionaux ; M, métastases à distance 
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2.4. Syndrome de prédisposition génétique 

La  environ 20% des NNE 

apparaissent suite à un syndrome de prédisposition génétique (Crona et Skogseid 2016). A ce jour, 

dix syndromes génétiques de NNE sont connus, dont les plus répandus sont les néoplasies 

endocriniennes multiples de type 1 (NEM1) et de type 2 (NEM2), le syndrome de Von Hippel-Lindau 

et la neurofibromatose de type 1.  

 

2.4.1. Les néoplasies endocriniennes multiples  

La néoplasie endocrinienne multiple de type 1 (NEM1, ou syndrome de Wermer) est une 

maladie à transmission autosomique dominante où le patient peut développer une tumeur 

dans 20 à 40% des cas, des parathyroïdes dans 95% des 

cas, ou duodéno-pancréatiques dans 40 à 80% des cas (Carling 2005; Brandi et al. 2001). Les patients 

ont généralement de multiples lésions au niveau du pancréas endocrine, qui évolueront en TNE 

pancréatiques malignes. Des autres lésions tumorales autres que neuroendocrines sont aussi 

présentes (lipomes, méningiomes, angio-fibromes La prévalence est estimée à 1/40 000. 

Le gène en cause, NEM1, est situé sur le chromosome 11 (11q13). Des mutations germinales 

de NEM1 sont identifiables chez 70 à 90% des familles touchées par ce syndrome. Ces mutations 

 une troncat perte de fonction de la ménine. Cette protéine est 

normalement exprimée de façon ubiquitaire et localisée préférentiellement dans le noyau 

(Chandrasekharappa et al. 1997). Elle pourrait interagir avec plus de 40 protéines, et ainsi être 

impliquée dans un grand nombre de fonctions biologiques, comme la modification de la chromatine, 

la réparation de l

(Agarwal 2013).  

 de type 2 (NEM2) qui est due à des 

mutations germinales activatrices du proto-oncogène RET, situé sur le chromosome 10 (10q11.2). 

La prévalence des NEM2 est estimée à environ 1/35 000. Ce gène code pour un récepteur tyrosine-

kinase, qui va activer des voies de signalisation comme RAS/MAPK et PI3K/Akt (Wells, Clin Cancer 

Res, 2009), entrainant principalement des tumeurs de la thyroïde et des glandes parathyroïdes 

(Donis-Keller et al. 1993).  
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La NEM4 est provoquée par des mutations germinales du gène CDKN1B régulateur du cycle 

tion de CK1P27kip1 (cyclin-dependent 

kinase inhibitor). Les patients atteints de NEM4 présentent des TNE de la parathyroïde et de 

(Pellegata et al. 2006; Thakker 2014). 

 

2.4.2. Le syndrome de Von Hippel-Lindau 

 Ce syndrome à transmission autosomique dominant présente une prévalence estimée à 1/53 

000 (Maher et al. 1991). La maladie est due à des mutations germinales inactivatrices du gène 

suppresseur de tumeur VHL (chromosome 3p25.3), qui régule notamment les facteurs de 

 (Hypoxia inducible factors, HIF) (Nordstrom- . 

L HIFs, aboutissant à une 

production incontrôlée de facteurs de croissance comme le VEGF (Vascular endothelial growth 

factor). Ce syndrome se caractérise par 

système nerveux central, des phéochromocytomes et des tumeurs pancréatiques. 

 

2.4.3. La neurofibromatose de type 1 

La neurofibromatose de type 1 (NF1) est un syndrome à transmission autosomique 

dominant, caractérisé par la survenue de tumeurs cutanées, de gliomes du nerf optique et de 

neurofibromes, de taches « café-au-lait » sur la peau. Les endocrinopathies sont 

moins fréquentes et comprennent des phéochromocytomes et des TNE duodénales principalement 

(McGaughran et al. 1999; Griffiths, Williams, et Williams 1987). 

fréquente avec une prévalence estimée à 1/3 000 à 1/4 000. Le gène muté NF1 (chromosome 17q11-

2) est un gène suppresseur de tumeur. Sa mutation  de la 

protéine neurofibromine, ne lui permettant plus de réguler négativement la protéine oncogène Ras. 

Ainsi, Ras peut maintenir activées les voies de signalisation RAS/ERK/MAPK (Martin et al. 1990; 

Wallace et al. 1990) et mTOR (Johannessen et al. 2005). 
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2.5. Autres altérations génétiques mises en évidence dans les NNE GEP 

 

tumeurs par mutation. Toutefois, les principaux oncogènes (SRC, MYC, RAS, FOS, HER2 

principaux gènes suppresseurs de tumeurs connus (TP53, BRCA, RB1 sont en général par 

altérés dans les TNE le séquençage 

pancréatiques montre que les gènes suppresseurs de tumeurs RB1 et TP53 sont très fréquemment 

95 et 74% des cas respectivement, dans une étude menée sur 19 biopsies de CNE pancréatiques 

(Yachida et al. 2012). Cette étude a également démontré la présence de mutations de KRAS, Smad4 

et p16 dans les CNE pancréatiques. 

Ces mutations ne sont pas retrouvées 

(Yachida et al. 2012), mais des mutations des gènes codant pour les protéines DAXX (Death-domain 

associated protein) et ATRX (alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked) sont 

retrouvées dans 43% des TNE pancréatiques (Jiao et al. 2011). DAXX et ATRX sont deux protéines 

plexe impliqué dans le remodelage de la chromatine. Yachida et al. a confirmé 

11 biopsies de TNE pancréatiques analysées 

(Yachida et al. 2012).  

Des mutations de gènes de plusieurs composants de la voie mTOR (PTEN, TSC2, PIK3CA) ont 

été retrouvées dans 14% des TNE pancréatiques (Jiao et al. 2011) et dans 33% des TNE intestinales 

(Banck et al. 2013). Des mutations récurrentes (délétions) ont aussi été identifiées pour le gène 

CDKN1B, dans environ 9% TNE intestinales (Francis et al. 2013; Banck et al. 2013; Crona et Skogseid 

2016). Ce gène code pour CK1P27kip1, un régulateur négatif du cycle cellulaire, suggérant un rôle 

potentiel des mécanismes de régulation du cycle cellulaire dans la tumorigenèse et la progression 

des TNE intestinales. A ce jour, environ 24 gènes ont été associés à la tumorigenèse neuroendocrine 

(syndrome héréditaire ou mutations sporadiques) (Crona et Skogseid 2016) (Tableau 4).  
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Tableau 4 : Gènes impliqués dans le tumorigenèse neuroendocrine. Adaptée de Crona, EJE, 2016. 

Gène Fonction  

ATM Intégrité de la chromatine Pancréas  

ATRX Remodelage de la chromatine Pancréas, médullo-surrénale 

CDKN1B Cycle cellulaire Pancréas, intestin grêle, parathyroïdes, antéhypophyse 

DAXX Remodelage de la chromatine Pancréas  

EPAS1 Voie de signalisation Médullo-surrénale, duodenum 

H-, K-RAS Voie de signalisation Médullo-surrénale, thyroïde 

FH Métabolisme  Médullo-surrénale 

KTMD2 Modification de la chromatine Médullo-surrénale 

MAX Voie de signalisation Médullo-surrénale 

MEN1 Inconnue  Parathyroïde, antéhypophyse, pancréas, duodenum, 

poumon, thymus 

NF1 Voie de signalisation Médullo-surrénale, duodenum 

RET Voie de signalisation Thyroïde, parathyroïde, médullo-surrénale 

SDHx Métabolisme Médullo-surrénale 

TMEM127 Voie de signalisation Médullo-surrénale 

TP53 Intégrité de la chromatine, voies de 

signalisation 

Pancréas, médullo-surrénale 

TSC1-2 Voie de signalisation Pancréas 

YY1 Régulation transcriptionnelle Pancréas 

 

 une part 

selon le grade du NNE, le. On ne retrouve pas toujours le 

même type de mutation entre une TNE pancréatique analyse 

génomique d  tumeurs devrait aider à identifier de nouvelles protéines ou 

voies de signalisation impliquées dans la tumorigenèse des NNE GEP.  
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2.6. Diagnostic  

Les NNE GEP sont des tumeurs rares, et leur diagnostic va dépendre du type de NNE ainsi 

que de leur  

 

2.6.1. Présentation clinique des TNE GEP 

 Du fait de leur prolifération lente et donc de leur évolution lente, les TNE GEP sont détectées 

tardivement et de manière fortuite dans plus de 80% des cas. Le plus souvent, leur découverte est 

due à la présence de symptômes liés à la masse tumorale (compression) ou aux métastases 

hépatiques (Modlin et al. 

2005; Kaltsas, Besser, et Grossman 2004). Le diagnostic se fait en moyenne cinq à sept ans après 

 

Les TNE sont fonctionnelles  produisent et sécrètent de grandes quantités 

isent à des symptômes spécifiques . Les TNE 

pancréatiques fonctionnelles regroupent entre autres les insulinomes, les gastrinomes, les VIPomes, 

les glucagonomes et les somatostatinomes, qui se distinguent par le type cellulaire concerné par 

 

Présent dans moins de 10% des cas, le syndrome carcinoïde est dû à la sécrétion excessive 

de sérotonine. Il est 

cutanés, des diarrhées motrices, des douleurs abdominales, des anomalies cardiaques, comme la 

valvulopathie tricuspide ou pulmonaire, une hypotension artérielle, une bronchoconstriction  

(Strosberg 2012). Cette symptomatologie est en rapport avec la libération de médiateurs vasoactifs 

comme la sérotonine, les prostaglandines, la tachykinine et la bradykinine (Massironi et al. 2008).  

La fréquence des tumeurs fonctionnelles est faible : elle concerne moins de 20% des 

patients. Les syndromes fonctionnels les plus fréquents sont les syndromes carcinoïdes et ceux 

associés aux insulinomes et aux gastrinomes (T. Walter, Scoazec, et Lepage 2013). Les tumeurs dites 

hormonaux (Ito, Igarashi, et Jensen 2012). 
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2.6.2. Présentation clinique des CNE GEP 

 Des données récentes sur la présentation initiale des CNE GEP ont été rapportées dans 2 

études rétrospectives et une étude de cohorte française (M. Heetfeld et al. 2015; H. Sorbye et al. 

2013; T. Walter et al. 2015). Contrairement aux TNE bien différenciées, les CNE sont diagnostiqués 

 Moins de 5% des CNE sont de découverte 

fortuite (Smith et Reidy-Lagunes 2013).  

Les CNE fonctionnelles sont rares (moins de 3 à 5% des CNE) et le syndrome sécrétoire est 

généralement différent de ceux habituellement rencontrés dans les TNE (sécrétion 

syndrome de Cushing ou de PTHrp avec hypercalcémie).  

 

2.6.3. Diagnostic biologique 

 Le diagnostic biologique repose sur la mesure de la concentration plasmatique de 

chromogranine A en première intention. 

sensibilité) (Modlin, Ann surg oncol, 2010) et fiable pour la détection des rechutes (Pirker et al. 

1998). En effet, la concentration plasmatique de la chromogranine A peut augmenter de 60 à 80% 

(Peracchi et al. 2003). La chromogranine A est également un 

marqueur pronostique de survie, et un marqueur prédictif de réponse au traitement (Chou et al. 

2014).  

auses non tumorale . Les 

plus fréquentes 

par inhibiteur de la pompe à protons, gastrite atrophique fundique liée à une maladie de Biermer 

ou à une infection à Helicobacter pylori) (Vezzosi et al. 2011). Le dosage de la chromogranine A est 

donc réalisé après au minimum 7 jours de traitement par IPP si le patient est traité.  

une TNE fonctionnelle, un dosage du peptide est réalisé en fonction de la 

insulinome, gastrine pour un gastrinome, 

VIP (vaso-active intestinal polypeptide) pour le VIPome (Alexandraki et Kaltsas 2012). Face à un 

syndrome carcinoïde, un dosage urinaire du métabolite de la sérotonine, le 5-HIAA (acide 5-

hydroxy-
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 Le dosage plasmatique de la NSE peut être effectué mais il est relativement peu sensible 

(Baudin et al. 1998). 

  

2.6.4. Diagnostic anatomopathologique 

 

qui permet  et de déterminer les facteurs histo-pronostiques. Elle est 

incontournable avant tout traitement anti-tumoral, mais ne doit pas retarder le traitement 

symptomatique.  

r la morphologie cellulaire 

 repose sur la 

détermination de prolifération . Elle permet 

le grade tumoral selon la classification OMS de 2010 (cité § 2.3. Classification des NNE GEP) (tableau 

2).  

La confirmation du diagnostic repose sur un marqueur immunohistochimique 

endocrine et au moins un marqueur neuroendocrine. Le marqueur endocrine le mieux caractérisé 

et le plus utilisé pour le diagnostic et le suivi des NNE GEP est la chromogranine A. Parmi les 

marqueurs neuroendocrine, le marquage de la synaptophysine est le plus couramment utilisé, du 

fait de sa plus grande sensibilité. La protéine PGP9.5 est aussi spécifique et sensible et pourra être 

recherchée en cas de nécessité. La protéine N- types de tumeurs, 

notamment exocrines, peuvent exprimer (Scoazec 2005). 

Le compte-

tumeur (invasion) et du stade TNM.  

 par les membres du réseau TENpath pour 

dont le Ki67 est compris entre 20 et 50%, pour les suspicions de TNE de phénotype 

immunohistochimique incomplet et pour les suspicions de carcinome mixte, comportant un 

contingent neuroendocrine. 
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2.6.5. Examens morphologiques initiaux 

 Les explorations  permettent de connaître la 

entuelle présence de métastases. L es 

méthodes de détection les plus couramment utilisées est la tomodensitométrie (TDM) thoraco-

abdomino-pelvienne, qui permet de pré

magnétique (IRM) est plus sensible que la TDM, notamment pour la 

détection des métastases hépatiques et osseuses. Lors du bilan initial, il est recommandé de 

pratiquer une IRM hépatique, en complément de la TDM, afin de faire un bilan exhaustif de 

(« Thésaurus National de Cancérologie Digestive » 2016).  

Dans le cas des TNE GEP, une scintigraphie des récepteurs de la somatostatine (SRS) 

(Octréoscan®) est réalisée, du fait de sa grande sensibilité pour ce type de tumeurs. En effet, les TNE 

expriment un très grand nombre et une grande variété de récepteurs à la somatostatine (SSTR), 

dont les sous-types SSTR1 et SSTR2 sont exprimés dans plus de 80% des TNE digestives (Hofland et 

Lamberts 2001; Janson et Oberg 2003). 

lie spécifiquement aux récepteurs de la somatostatine et permet la détection des TNE GEP par SRS. 

La SRS e  

La tomographie par émission de positons avec injection de 18F-fluorodésoxyglucose (TEP-
18 au diagnostic, notamment quand la TNE est 

-67 > 10 %). Les CNE sont très 

sensibles au TEP-18FDG, car ce sont des tumeurs qui consomment beaucoup de glucose du fait de 

leur caractère très prolifératif. 

 

2.7. Pronostic  

-Unis, basée sur les données Surveillance, 

Epidemiology, and End Results Program (SEER) de 1973 à 2004 rapporte une médiane de survie 

globale de 75  (Yao, Hassan, et al. 2008). Les TNE de grade 1 

présentent une médiane de survie globale de 124 mois, contre 64 mois pour les TNE de grade 2. 

Enfin, cette étude montre que les CNE (de grade 3) ont une médiane de survie globale de 10 mois 

(Yao, Hassan, et al. 2008).  



36 
 

Concernant les TNE de grades 1 et 2, plusieurs facteurs pronostiques ont été clairement 

identifiés. Le stade de la maladie, localisé, régional ou métastatique est un important facteur 

pronostique. 

1 mois pour un stade régional, et enfin 33 mois lorsque la maladie est métastatique. 

Tous stades confondus, les patients présentant une TNE de grade 1 survivront plus longtemps que 

les patients ayant une TNE de grade 2. En fonction du stade de la maladie, la localisation de la 

tumeur primaire est aussi un facteur pronostique. Chez les patients dont la maladie est localisée ou 

hépatique (360 mois versus 50 mois). Lorsque la maladie est métastatique, les tumeurs du jéjunum 

ou iléales sont de meilleur pronostic que les tumeurs du colon (56 mois versus 5 mois). Il a été 

, le sexe  sont des facteurs pronostiques de survie 

également. Les femmes survivent plus longtemps, tous stades confondus, par rapport aux hommes, 

tout comme les personnes de moins de 30 ans, comparé aux 30-60 ans et aux plus de 60 ans (Yao, 

Hassan, et al. 2008). 

Concernant les CNE, très agressifs et donnant très peu de chance de survie aux patients, le 

pronostic spontané des patients reste très péjoratif avec un

traitement de 6 à 7 mois et un taux de survie relative à un an inférieur à 20%. Dans 3 études récentes, 

la survie médiane était de 10 à  (M. Heetfeld et al. 2015; 

H. Sorbye et al. 2013; T. Walter et al. 2015). Tout comme pour les TNE G1 et G2, le stade est un 

important facteur pronostique, avec 38 mois de survie médiane pour les stades localisés, contre 5 

ique (Halfdan Sorbye et al. 2014)

localisation de la tumeur primaire sur le pronostic reste controversé. De récentes études ont 

, face au manque de facteurs 

pronostiques pour ce type de tumeurs

un taux de NSE élevé au diagnostic sont de mauvais pronostic (Annexe (Freis et al. 2017)) (H. Sorbye 

et al. 2013; Lamarca et al. 2017). 

évaluation du pronostic évolue 

Pavel et al. a montré que 

actuellement fait tout au long du suivi du patient (M. Pavel et al. 2016; Modlin, Drozdov, et Kidd 

2013). Cette signature moléculaire, mesurée dans le sérum du patient par RT-PCR (panel de 51 
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forte sensibilité (85-98%) et d -97%). I

maladie et possède une forte valeur prédictive positive et négative (Modlin, Bodei, et Kidd 2016). 

 pas encore été étendue aux CNE.  

 

2.8. Traitement  

 Les traitements proposés aux patients atteints de NNE GEP vont dépendre du grade, du stade 

de la maladie et des symptômes présents ou non. La seule option curative reste la résection 

chirurgicale de la tumeur primaire et des métastases si possible, et elle doit toujours être 

considérée. Durant les dernières décennies, la prise en charge des patients a grandement évolué, 

passant des soins palliatifs à la chimiothérapie, qui elle-même peut combiner différents agents 

er 

une voie moléculaire altérée dans les NNE GEP.  

La priorité devant les NNE GEP est de traiter le syndrome hormonal en 

inhibant la sécrétion des hormones et des amines vasoactives. Les figures 3 et 4 représentent deux 

algorithmes permettant de schématiser la prise en charge des NNE GEP. 
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Figure 3 : Algorithme 1 : Prise en charge d'une TNE métastatique du tube digestif. Adapté de (« Thésaurus National 

de Cancérologie Digestive » 2016). 
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Figure 4 : Algorithme 2 : Traitement des TNE métastatiques bien différenciées, progressives et non résécables du 

tude digestif. Adapté de (« Thésaurus National de Cancérologie Digestive » 2016). 
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2.8.1. Traitement des symptômes liés aux sécrétions tumorales 

 Lorsque le syndrome sécrétoire existe, le traitement des symptômes liés aux sécrétions 

tumorales est prioritaire et doit être débuté dès que le prélèvement des marqueurs biologiques est 

effectué.  

Par on veillera à un apport suffisant de sucre. Du 

diazoxide sera administré car il inhiber en maintenant une 

hyperpolarisation de la membrane des cellules -pancréatiques (Panten et al. 1989).  

 

Les analogues de la somatostatine 

Le soulagement des symptômes du syndrome carcinoïde peut être obtenu par 

. La somatostatine est un inhibiteur de 

de croissance (Brazeau et al. 1973). Elle agit via les récepteurs à la somatostatine (SSTR). La 

somatostatine inhibe plusieurs fonctions physiologiques comme la motilité intestinale, les 

contractions de la vésicule biliaire, les sécrétions exocrines et endocrines dont celles de l

du glucagon, de la sécrétine, de la gastrine, de la substance P, de la cholécystokinine et du VIP 

(Krulich, Dhariwal, et McCann 1968; Reichlin 1983).  

Les analogues de la somatostatine entrent en compétition avec la somatostatine au niveau 

des SSTR. Ils permettent de diminuer la sécrétion des substances vasoactives sécrétées en excès par 

la tumeur (Khagi et Saif 2013).  

Le premier analogue synthétique développé puis testé en clinique à partir de 1982 est 

 (Bauer et al. 1982). Son effet inhibiteur est plus puissant que la somatostatine (Lamberts 

et al. 1996). Initialement disponible sous forme de libération immédiate, en injection intraveineuse 

ou par administration sous- s, 

appelées forme retard, administrée en injection intramusculaire. Le lanréotide, disponible sous 

forme retard (intramusculaire ou sous-cutanée profonde), possède une AMM depuis 1995 pour le 

traitement des syndromes carcinoïdes. Ces deux analogues se fixent préférentiellement au 

récepteur à la somatostatine SSTR-2 et SSTR-5, et ne se lient pas aux récepteurs SSTR-1 et SSTR-4 

(T. Walter et Lombard-Bohas 2011).  

chez 40 à 60% des patients et ils permettent une 

baisse ou une stabilisation des marqueurs tumoraux chez 30 à 75% des patients répondants, en 
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fonction du type tumoral (Eriksson et Öberg 1999; Panzuto et al. 2006; Rubin et al. 1999; Welin et 

al. 2004). Une stabilisation de la taille tumorale est obtenue pour environ 50% des patients 

(Shojamanesh et al. 2002; Panzuto et al. 2006). Néanmoins, la régression tumorale sous analogues 

de la somatostatine reste très rare, elle concerne moins de 5% des patients (Reidy, Tang, et Saltz 

2009; Saltz et al. 1993). L , conduite sur 85 patients, est la première 

démontrant un effet anti-

différenciées, inopérables ou mé

montrent un allongement du temps à progression de 14,3 mois pour le groupe octréotide contre 6 

mois pour le groupe placebo, et une stabilisation de la maladie atteinte chez 67% des patients 

 (Rinke et al. 2009).  

  

directs et indirects. Parmi les effets directs, des études menées in vitro ont démontré que tous les 

sous-types de SSTR (1 à 5) diminuaient la prolifération cellulaire (Weckbecker et al. 2003). Les sous-

dans les cellules MCF-7 de cancer du sein et dans les lymphocytes 

(Sharma et Srikant 1998; Lattuada et al. 2002) pa  des protéines pro-apoptotiques p53 

et B  voie de signalisation impliquée dans la prolifération Ras/Raf/MAPK 

(Florio et al. 2000). inhibition par la somatostatine et ses analogues 

de la sécrétion de facteurs (epidermal 

(Ambler et al. 1996; Serri et al. 1992). 

antia

(Woltering et al. 1997). Il inhibe la sécrétion du facteur VEGF et  réduit ainsi la prolifération des 

cellules endothéliales autour de la tumeur (Kumar et al. 2004; Adams et al. 2005). 

Un nouvel analogue de la somatostatine, le pasireotide (SOM230) possède une meilleure 

affinité pour les récepteurs SSTR-1, SSTR-3 et SSTR-5, e  (Schmid et 

Schoeffter 2004; T. Walter et Lombard-Bohas 2011). Une étude clinique de phase I a été conduite 

chez 42 patients présentant une TNE GEP réfractaire aux analogues de la somatostatine (octréotide 

tolérance au traitement (Wolin et al. 2013). Quinze patients ont développé des effets secondaires 

évaluée dans une étude clinique 

de phase II chez 45 patients avec une TNE fonctionnelle et réfractaires  (Kvols et al. 

2012). Après 15 jours de traitement, 27% des patients ont obtenu un contrôle partiel ou complet du 

syndrome carcinoïde. sur la taille tumorale (réponse complète ou 
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partielle), mais 57% des patients présentaient une stabilisation de la maladie après 6 mois. Les 

u éotide retard et le pasireotide, chez 216 patients 

atteints de TNE métastatiques réfractaires aux analogues de la somatostatine, ont montré que le 

contrôle des symptômes après 6 mois était identique mais que le pasiréotide apportait un bénéfice 

sur la survie sans progression (11,8 mois versus 6,8 mois) (Wolin et al. 2015).  

 

-  

-  (IFN- ) dans le traitement des TNE a été établi en 1983 par Oberg 

et al. IFN-  stimulait les lymphocytes T qui neutralisent les substances 

vasoactives sécrétées par les TNE (Öberg, Funa, et Alm 1983).  

IFN-  stabilise la progression tumorale 

chez 68% des patients atteints de TNE progressives (n=26 patients) (Schöber et al. 1992).  

Detjen et al. IFN-  sur les 

lignées cellulaires de tumeurs neuroendocrines BON et QGP1 (Detjen et al. 2000). Il inhibe 

directement la croissance de ces cellules en perturbant le cycle cellulaire : les cellules traitées 

entrent beaucoup plus lentement en phase G2/M.  

Une étude menée chez 68 patients atteints de TNE intestinales 

IFN- /analogues de la somatostatine permet de diminuer le risque de progression, avec une 

meilleure médiane de survie de 51 mois, comparé à 35 mois pour les analogues utilisés seuls (Kölby 

et al. 2003). 

atteints de TNE progressives et métastatiques (Arnold et al. 2005) et prospectivement, chez 80 

patients atteints de TNE métastatiques (Faiss et al. 2003).  

il entraîne de nombreux effets secondaires 

(symptômes pseudo-  

 

2.8.2. Chirurgie 

La chirurgie est le seul traitement curatif des NNE GEP, mais elle ne peut être pratiquée que 

dans certaines situations cliniques particulières.  le traitement de première ligne dans le cas 
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des métastases hépatiques, il est toujours envisagé la résection de la totalité de la tumeur primitive 

tumorale comme la radiofréquence ou les micro-ondes (« Thésaurus National de Cancérologie 

Digestive » 2016). Parmi les TNE bien différenciées, les insulinomes présentent le taux de guérison 

le plus fort après chirurgie, avec 85 à 95% des patients guéris parmi les 90 à 100% ayant subi une 

énucléation de la tumeur ou une résection du pancréas (Norton 2006). Les TNE les plus agressives 

et les CNE peu différenciés présentent un taux de récurrence élevé. La chirurgie est alors pratiquée 

que si les tumeurs ne sont pas métastatiques (moins de 20% des cas) et seulement si la chirurgie 

paraît curative et sans risque majeur pour le patient (« Thésaurus National de Cancérologie 

Digestive » 2016).  

 

2.8.3. Chimiothérapie 

 Comme le démontre les algorithmes décrivant la prise en charge des NNE GEP, le choix de la 

chimiothérapie va dépendre du grade, de la localisation et de la chimiosensibilité de la tumeur 

(Figure 3 et 4). Les CNE sont hautement prolifératifs (indice Ki-67 > 20%) et sont plus sensibles à la 

chimiothérapie que les TNE qui sont peu prolifératives.  

 Pour l , 

la stratégie adoptée est la surveillance médicale (« wait and see strategy »). Pour les TNE bien 

différenciées mais progressives, la chimiothérapie est le traitement de référence et différentes 

combinaison de molécules sont actuellement utilisées suivant la localisation tumorale.  

L cine/doxorubicine (

/agent intercalant se fixant rapidement sur les structures nucléaires de la 

traitement de référence pour les TNE bien 

différenciées pancréatiques ou duodénales. Moertel et al. ont démontré un taux de réponse de 69% 

et une médiane de survie de 20 mois pour 38 patients recevant la combinaison 

streptozocine/doxorubicine (Moertel et al. 1992). La doxorubicine peut être remplacée par le 5-

fluorouracile, un antimétabolite antipyrimidine. Cette association est aussi bénéfique, avec une 

réduction de la masse tumorale de 30% chez un tiers des patients traités (Kouvaraki et al. 2004), 

mais avec un taux de réponse plus faible de 45%, et une médiane de survie de 12 mois (Moertel et 

al. 1992).  
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association temozolomide/thalidomide (agent alkylant de la guanine/molécule au mécanisme 

 : bition de la production de TNF-  (Tumor 

necrosis factor- )  pour ce qui est connu). Le taux de réponse est de 7% pour les 

TNE intestinales pour les TNE pancréatiques, dans une étude de phase II 

menée sur 29 patients (Kulke et al. 2006). Les TNE pancréatiques sont déficientes pour une enzyme 

-DNA-methyltransferase), comparée aux TNE 

intestinales, pouvant expliquer cette différence de réponse au traitement (Kulke et al. 2006). 

 La chimiothérapie est le traitement de référence des CNE. Les patients recevront en 

première intention et immédiatement après la confirmation du diagnostic une thérapie à base de 

sels de platine (cisplatine ou carboplatine) et étoposide (inhibiteur de la topoisomérase II, inhibant 

toses des cellules tumorales). Les taux de réponse objectives varient selon les études 

entre 30 et 67% (Moertel et al. 1991; E Mitry et al. 1999; H. Sorbye et al. 2013). 

 

2.8.4. Autres traitements  

Traitement des métastases hépatiques 

 Le traitement des métastases hé

résection chirurgicale est possible après évaluation de la taille, de la localisation, du degré de 

(Que et al. 1995). Elle se fera uniquement en 

présence de lésions hépatiques limitées et si plus de 90% des métastases peuvent être retirés 

(Sarmiento et al. 2003; Norton et al. 2003). Dans le cas de métastases hépatiques plus diffuses, 

-embolisation peuvent être effectuées (en seconde 

ligne des TNE duodéno-pancréatiques bien différenciées, en cas de métastases progressives malgré 

.  

  une 

sonde, introduite par voie fémorale, et à injecter des agents embolisants résorbables ou non (gel 

mousse ou particules), afin de générer une nécrose au sein du tissu tumoral. La chimio-embolisation 

-artérielle et une embolisation. Les molécules 

utilisées sont la doxorubicine ou la streptozocine (Dominguez et al. 2000)
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 Une approche plus récente pour le traitement des métastases hépatiques 

intra-artérielle de 90Yttrium incorporé dans des microsphères, technique connue sous le nom de 

radio-

ux de réponse 

 

dans 2 études menées sur 148 et 42 patients (Kennedy et al. 2008; Rhee et al. 2008).  

 

Radiothérapie métabolique 

 La radiothérapie métabolique repose, tout comme pour les analogues de la somatostatine, 

des SSTR par les TNE GEP. Ce traitement consiste à administrer des analogues de la 

somatostatine radiomarqués s tumeurs par la radiation. Le premier 

radio-peptide étudié est le 90Y-octreotide, connu sous le nom DOTATOC (90Y labeled peptide  

[DOTA0, Tyr3]-octreotide) (Waldherr et al. 2001).  Malgré une augmentation de la survie globale, le 

DOTATOC est associé une myélotoxicité transitoire, et une toxicité rénale permanente, révélée dans 

une étude menée sur 1109 patients atteints de TNE métastatiques (Imhof et al. 2011). Cela a permis 

la synthèse du 177Lu-octreotate ou DOTATATE (177Lu labeled peptide [DOTA0, Tyr3]-octreotate). 

Romer et al. ont comparé ces deux traitements sur une cohorte de 910 patients. La médiane de 

survie des deux traitements est comparable, mais le DOTATATE est moins myélotoxique que le 

DOTATOC. La toxicité rénale est au contraire identique (Romer et al. 2014). Un taux de réponse 

objective de 30% a été retrouvé chez 504 patients recevant du DOTATATE (Kwekkeboom et al. 2008) 

et la radiothérapie métabolique est particulièrement bénéfique pour les TNE de grades 1 ou 2 

progressives et/ou métastatiques (Baum, Puranik, et Kulkarni 2015). 

 

Immunothérapie 

 Suite à l à ficacité 

- est actuellement étudiée pour le traitement des NNE GEP.  

Une étude récente menée chez 80 patients -1 

(programmed death 1) et de son ligand PD-L1 (programmed death ligand-1) pour le pronostic des 

TNE pulmonaires (Fan et al. 2016). PD-1, exprimé à la surface des lymphocytes B et T, ainsi que sur 

les cellules myéloïdes, est aussi surexprimé sur les lymphocytes infiltrant les tumeurs (Y. Zhang et 
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al. 2010). PD-L1 est exprimé à la surface des cellules malignes dans différents types de tumeurs 

(Sfanos et al. 2009; Ahmadzadeh et al. 2009). -1 et PD-L1 

des lymphocytes T du microenvironnement tumoral. E

la sécrétion de cytokines favorisant nnement tumoral et 

augmente ainsi la multiplication des cellules tumorales (Freeman et al. 2000)

cette interaction va augmenter la réponse immunitaire contre les tumeurs.  

L -PD1 et PDL1, prometteuse dans les carcinomes pulmonaires 

et les mélanomes, pourrait aussi avoir un intérêt dans les NNE GEP. Une forte expression de 

PD1/PDL1 dans les CNE peu différenciés (S. T. Kim et al. 2016) ou les CNE de primitif cutané 

(carcinomes de Merkel) a été retrouvée (Lipson et al. 2013). Un essai de phase II sur une cohorte de 

26 carcinomes de Merkel métastatiques et naïfs de tout traitement a évalué le pembrolizumab, anti-

PD1 (NCT02267603) (Nghiem et al. 2016). Le taux de réponse objective est de 56% (4 patients 

présentent une réponse complète et 10 une réponse partielle) et la survie sans progression à 6 mois 

pour qui une réponse au traitement est observée, seuls 2 ont 

rechuté, et 15% des patients ont présenté des effets secondaires sévères. Dans l

JAVELIN Merkel 200 (NCT02155647) menée chez les patients atteints de carcinomes de Merkel 

ayant progressés après le dernier traitement par chimiothérapie et recevant -PD1, 

un taux de réponse objective à 32%, dont 9% de réponse complète, et un taux de réponse à 6 mois 

de 29% ont été observés.  

-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated protein), 

un régulateur clé -1, le nivolumab, dans un 

ensemble de tumeurs, dont les tumeurs neuroendocrines pancréatiques, pulmonaires et 

intestinales (NCT02923934). 

Il est donc nécessaire 

ndeurs pour 

ce type de traitement pourront être sélectionnés et recevoir le traitement adapté.  
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2.8.5. Thérapies ciblées 

 Nous venons de voir les différentes thérapies disponibles pour traiter les NNE GEP. 

Cependant, ces traitement donnent des résultats limités : la nature peu proliférative des TNE GEP 

les rendent peu sensibles à la chimiothérapie, et au contraire, la nature très agressive des CNE ne 

donne que peu de chance de survie, malgré une bonne réponse thérapeutique. Face à cette 

situation, les thérapies ciblées se sont développées, ciblant soit une voie de signalisation dérégulée, 

soit des facteurs de croissance ou des récepteurs surexprimés dans les tumeurs. A ce jour, les NNE 

GEP sont traitées par deux types de thérapies    la voie 

de survie mTOR.  

 

 

 Les TNE GEP bien différenciées sont des tumeurs présentant une densité vasculaire 10 à 20 

fois plus importante que dans les autres types de tumeurs (Raymond, Faivre, et Ruszniewski 2014). 

constituent  une exception sur ce point. En effet, la densité vasculaire est plus importante dans les 

TNE bien différencées, qui sont très peu prolifératives, que dans les CNE peu différenciés au 

contraire fortement prolifératifs (Scoazec 2013; A Couvelard et al. 2005; Poncet et al. 2009). A 

 des autres types tumoraux, une forte vascularisation est bénéfique pour le patient porteur 

 NNE GEP. Ainsi, pour les TNE pancréatiques, une plus forte densité vasculaire est associée à un 

meilleur pronostic (Marion-Audibert et al. 2003). Une autre particularité des TNE gastro-intestinales 

et pancréatiques est leur capacité à synthétiser, stocker et sécréter le facteur de transcription VEGF 

(Terris et al. 1998; A Couvelard et al. 2005). 

Les CNE peu différenciés sont donc peu vascularisés : d  

 les facteurs de 

transcription HIF1  et e IX sont retrouvées dans ces tumeurs (A Couvelard et 

al. 2005; Anne Couvelard et al. 2008). Ces différents facteurs provoquent une réponse angiogénique 

importante, avec une prolifération des cellules endothéliales et de la néoangiogenèse (Takahashi et 

al. 2007). Ainsi, contrairement aux TNE bien différenciées, les CNE expriment le VEGF de façon 

inconstante et hétérogène (Terris et al. 1998; A Couvelard et al. 2005). 
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-VEGF inhibait la 

croissance de TNE intestinales et réduisait le nombre de métastases dans un modèle murin de 

xénogreffe caecale de TNE intestinales humaines (Konno et al. 1998). Des essais cliniques ont donc 

été conduits avec le bévacizumab, un anticorps monoclonal ciblant le VEGF circulant, et des 

inhibiteurs de tyrosine kinase du VEGFR, comme le sunitinib, le sorafénib et le pazopanib. 

 

 Bévacizumab 

 au VEGF et inhibe son activité 

biologique. Une étude clinique de phase II a démontré une meilleure survie sans progression de 

octréotide association IFN- /octréotide, chez 44 

patients atteints de TNE bien différenciées métastatiques (Yao, Phan, et al. 2008). 

(Bevacizumab in The Treatment of neuroEndocrine tumoRs) de phase II menée sur un groupe de 49 

patients atteints de TNE gastro-intestinales bien différenciées, progressives et métastatiques a 

dé taux de réponse objective de 88%, dont 70% de maladie stabilisée et 

18% de réponse partielle) et la tolérance correct au traitement bévacizumab/capécitabine 

(précurseur du 5-fluorouracile) (Emmanuel Mitry et al. 2014). Ces résultats doivent à présent être 

confirmés dans une étude de phase III.  

Le bévacizumab a également était testé en combinaison avec la chimiothérapie 5-

fluorouracile/streptozocine dans un essai de phase II, sur un total de 34 patients atteints de TNE 

pancréatiques, bien différenciées, progressives et métastatiques. Il a été observé 100% de contrôle 

de la maladie (dont 56% de réponse partielle et 44% de maladie stabilisée). Après 2 ans de suivi des 

,7 mois. Le traitement était relativement bien toléré 

(Ducreux et al. 2014).  

 

 Sunitinib 

 Le sunitinib est un inhibiteur de tyrosine-kinase des récepteurs 1, 2 et 3 du VEGF, mais 

également des récepteurs du PDGF (platelet-derived growth factor), des récepteurs cKIT (ou SCFR 

Mast/stem cell growth factor receptor), des récepteurs glial cell line-derived neurotrophic factor 

receptor et de la kinase Flt3 (FMS-like tyrosine kinase-3) (Mendel et al. 2003).  
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Dans des études précliniques, le sunitinib diminue la masse tumorale et prolonge la survie 

de souris transgéniques RIP1-Tag2 qui développent des CNE pancréatiques (Pietras et Hanahan 

2005).  

Son efficacité a été évaluée dans une étude de phase II, sur 109 patients présentant des TNE 

pancréatiques ou gastro-intestinales métastatiques (Kulke et al. 2008). Dans cette étude, une 

réponse partielle est constatée chez 16,7% des patients, et une stabilisation tumorale chez 68%. Ces 

résultats ont conduit à une étude de phase III, chez 171 patients porteurs de TNE pancréatiques 

progressives et métastatiques  (Faivre et al. 2016). 

La survie sans progression différait significativement : 12,6 mois pour le bras sunitinib contre 5,8 

mois pour le bras placebo. Cinq ans 

de survie globale, mais 69% des patients du groupe placebo avait finalement reçu du sunitinib. Cette 

s.  

Une étude portant sur la qualité de vie des patients ayant reçu du sunitinib montre que leur 

térée pendant la période de survie sans progression, mis à part les 

diarrhées qui sont un effet indésirable connu de ce traitement (Vinik et al. 2016).  

TNE pancréatiques progressives, non résécables ou métastatiques. 

 

 Sorafénib 

 Le sorafénib est aussi un inhibiteur de tyrosine-kinase des récepteurs 2 et 3 du VEGF, des 

r de la voie de signalisation Raf/MEK/ERK 

(Wilhelm et al. 2004). 

 des cellules tumorales et favorise la 

survie des souris RIP1-Tag2 développant des CNE pancréatiques (Fendrich et al. 2012).  

En 2013, une étude de phase I a évalué la tolérance de cette molécule en association avec 

, sur 21 patients porteurs de TNE GEP métastatiques ou non 

résécables (J. A. Chan et al. 2013). Une importante toxicité avait alors été retrouvée (éruption 

cutanée, thrombocytopénie, réaction cutanée main-pied et réactions allergiques). Son efficacité a 

malgré tout été évaluée dans une étude de phase II sur 44 patients, en association avec le 
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bévacizumab (Castellano et al. 2013) deux molécules montrait un bénéfice 

clinique, mais confirmait également la toxicité retrouvée en monothérapie.  

 

 Pazopanib 

 du VEGF, du PDGFR et du cKIT. Son efficacité est 

étudiée en monothérapie dans les TNE GEP métastatiques, dans une étude de phase II incluant 37 

patients (Ahn et al. 2013) -

kinases chez les TNE pancréatiques et gastro-intestinales.  

chez 52 patients 

atteints de TNE métastatiques, dont 32 pancréatiques et 20 gastro-intestinales (Phan et al. 2015). 

tait retrouvée que chez les patients atteints de TNE pancréatiques, et le 

traitement était relativement bien toléré. Une 

pazopanib en monothérapie dans le cas de TNE avancée ou métastatiques du pancréas, gastro-

intestinales, pulmonaires ou du thymus déjà traitées ou non avec une chimiothérapie ou une 

thérapie ciblée (inhibiteurs de tyrosine-kinase, de mTOR ou les deux) sur un total de 44 patients 

(Grande et al. 2015). Cette étude rapporte un bénéfice clinique du pazopanib, peu importe le 

traitement antérieur reçu. Ces résultats doivent être confirmés dans des études de phase III.  

 

Thérapies ciblant la voie mTOR 

 La voie mTOR 

 La voie mTOR permet de réguler la croissance et la prolifération cellulaire. Elle est impliquée 

d est compromise, comme le 

cancer, le diabète de type 2 et les maladies métaboliques. Elle est également impliquée dans les 

processus de vieillissement. mTOR est la cible de la molécule rapamycine (ou sirolimus), un 

macrolide produit par Streptomyces hygroscopicus, qui 

immunosuppressives (Laplante et Sabatini 2012). Il est utilisé comme 

immunosuppresseur en entretien après une transplantation rénale. La compréhension de son 

 activation de la voie mTOR dans de nombreux 

cancers ont justifié son évaluation comme agent anti-cancéreux. 
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Structure de mTOR 

 mTOR est une sérine/thréonine kinase appartenant à la famille PI3K (phosphoinositide 3-

kinase related protein kinases). Il existe sous forme de deux complexes : mTORC1 (mTOR Complexe 

1) et mTORC2 (mTOR Complexe 2). Les deux complexes partagent certaines sous unités en 

communs (mTOR, mLST8 et DEPTOR) . 

mTORC1 possède en plus les sous-unités RAPTOR et PRAS40, tandis que mTORC2 est composé des 

sous-unités RICTOR, mSin1 et PRR5 (aussi appelé protor1) (Figure 5) (Appenzeller-Herzog et Hall 

2012). Entre ces deux complexes, mTORC1 est à ce jour le mieux décrit et le plus documenté. 

 

 

Signalisation de la voie mTOR 

La voie mTOR répond à une stimulation aux facteurs de croissance par la voie canonique 

PI3K/Akt/mTOR (Figure 6).  

La fixation de -like growth factors) aux récepteurs à la surface 

cellulaire permet le recrutement et la phosphorylation de la protéine IRS1 (insulin receptor 

substrate1) sur un résidu tyrosine, puis le recrutement de PI3K. Le complexe IRS1/PI3K induit la 

conversion de PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-phosphate) en PIP3 (phosphatidylinositol-3,4,5-

phosphate). Ce phénomène est réversible grâce à la phosphatase PTEN (phosphatase and tensin 

homologue deleted on chromosome 10). Le gène codant pour cette protéine est un gène 

suppresseur de tumeur. PIP3 recrute PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase-1) et Akt à la 

phosphoryle TSC2 (Tuberous sclerosis complex 2 ou tuberine) le rendant inactif. Le complexe 

Figure 5 : Les complexes mTORC1 et mTORC2 et leurs sous-unités. 

DEPTOR : DEP domain-containing mTOR-interacting protein ; mLST8 (ou G L) : Mammalian lethal with SEC13 protein 
8 (ou G protein  subunit-like) ; mSin1 : mitogen-activated-protein-kinase-associated protein 1 ; mTOR : mechanistic 
target of rapamycin ; PRAS40 : proline-rich Akt substrate of 40kDa ; PRR5 : PRoline-Rich protein ; RAPTOR : regulatory-
associated protein of mTOR ; RICTOR : rapamycin-insensitive companion of mTOR. 
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normalement formé entre TSC1 (ou hamartine) et TSC2 régule négativement mTOR. En effet, TSC2 

agit comme une protéine GAP (GTPase-activating protein) sur la protéine Rheb, qui est une petite 

en sa forme inactive liée au GDP, qui ne peut pas activer mTORC1. Quand TSC2 est rendu inactif par 

Akt, la forme active de Rheb liée au GTP peut interagir avec mTORC1 et stimuler son activité de 

protéine kinase de façon GTP-dépendante. mTORC1 ainsi phosphorylé active ensuite ses effecteurs 

(Laplante et Sabatini 2012; Wullschleger, Loewith, et Hall 2006). Les facteurs de croissance activent 

aussi la voie de signalisation Ras/MEK/ERK. Les protéines ERK (extracellular-signal-regulated kinase) 

et RSK (ribosomal S6 kinase), un effecteur de cette voie, peuvent phosphoryler directement TSC2, 

le rendant inactif (Laplante et Sabatini 2013). 

 

Mécanismes cellulaires régulés par mTOR 

Les substrats directs de mTORC1 sont 4E-BP1, S6K1, ATG13, ULK1 et Lipin 1. Par leur biais, 

mTORC1 régule positivement les processus de synthèse protéique, synthèse lipidique et le 

métabolisme énergétique, favorisant la croissance et la prolifération cellulaire, et il régule 

négativement l (Figure 7). 

Figure 6 : Schéma des voies de signalisation mTORC1 et mTORC2 dans les cellules de mammifères. 
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En phosphorylant 4E-BP1 (eIF-4E binding protein 1

(X. M. Ma et Blenis 2009). mTORC1 phosphoryle également S6K1 qui 

favorise la traduction protéique et la biosynthèse des ribosomes. La transcription de HIF1  est 

mécanisme encore inconnu. Une fois activée, la protéine S6K1 exerce un rétrocontrôle négatif sur 

IRS1

mTORC1 (Figure 6) (Haruta et al. 2000). 

En phosphorylant les protéines ATG13 et ULK1, 

autophagosomes, vésicules nécessaires  

ndre le noyau où Lipin 1 inhibe 

SREBP (Peterson et al. 2011).  

 

Comparé à mTORC1, peu de choses sont connus sur mTORC2. mTORC2 phosphoryle la 

protéine Akt au niveau de la sérine 473, phénomène nécessaire pour son activation maximale (D. D. 

Sarbassov et al. 2005). Il active directement la kinase SGK1, qui contrôle le transport des ions et la 

Figure 7 : Voies de signalisation mTORC1 et mTORC2, leurs régulateurs majeurs, leurs cibles et fonctions cellulaires. 
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croissance (García-Martínez et Alessi 2008). Akt et SGK1 permettent la phosphorylation et 

dans la réponse aux espèces réactives de 

(Tzivion, Dobson, et Ramakrishnan 2011). mTORC2 phosphoryle 

et active PKC, qui contrôle (Figure 7) (Laplante et Sabatini 

2012). 

 

Régulations de mTOR  

Quatre régulateurs majeurs de mTORC1 sont  (Figure 7):  

- les facteurs de croissance, qui régulent la voie canonique PI3K/Akt/mTOR, comme vu 

précedemment. 

- les nutriments, et particulièrement les acides aminés, qui régulent la voie mTORC1 par les Rag 

GTPases (Ras-related GTPases) (E. Kim et al. 2008; Sancak et al. 2008). Les acides aminés favorisent 

la liaison du GTP aux RagA/B, les rendant actifs. Les Rag actifs vont ensuite interagir avec la sous-

unité raptor, ce qui entraine le complexe mTORC1 à la surface des lysosomes et des endosomes. 

Rheb peut alors interagir avec  (Sancak et al. 2008). La perte de Rheb abolit 

ion de mTORC1 par les facteurs de croissance et les nutriments. Sa surexpression maintient 

mTORC1 activé, même en absence de nutriments ou facteurs de croissance (Zoncu, Efeyan, et 

Sabatini 2011).  

- l statut énergétique de la cellule, grâce à la protéine AMPK 

(AMP-activated protein kinase) (Figure 6) e diminution de 

les processus consommateur active les processus 

 permet de phosphoryler 

directement (Inoki, Zhu, et Guan 2003). 

 

entrainer sa dissociation du complexe mTORC1 (Gwinn et al. 2008). Le suppresseur de tumeur LKB1 

est une kinase située en amont 

(Shaw 2009). 
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- les cellules réagissent aussi au stress environnemental provoqué par  inhibant la voie 

mTORC1, en 

regulated in 

development and DNA damage responses 1 and 2). 

augmentée par le facteur de transcription HIF1 (Brugarolas et al. 2003)

de mTORC1 par REDD est mal connu.  

- l aussi la voie mTORC1. Ils activent p53, ce qui va induire la voie 

(Z. Feng et al. 2007).  

 

Les régulateurs du complexe mTORC2 sont moins connus. La voie mTORC2 est régulée par 

les facteurs de croissance, en activant la voie PI3K. 

la disponibilité en nutriments. . L

il a été démontré que le complexe mTORC2 actif interagissait 

ance provoque 

la liaison mTORC2/ribosome (Zinzalla et al. 2011).  

 

propre activation (Figure 6)

mTORC1, S6K1, phosphoryle la protéine IRS1 sur un résidu sérine, ce qui favorise sa dégradation et 

bloque toute activation de la voie IRS1/PI3K par des facteurs de croissance. mTORC1 peut aussi 

directeme

protéine inhibitrice des récepteurs à tyrosine-kinase, Grb10 (Growth factor receptor-bound protein 

10) (Laplante et Sabatini 2012). Enfin, des études ont démontré que le complexe mTORC2 pouvait 

également induire un rétrocontrôle négatif sur la voie mTOR (DeStefano 

et Jacinto 2013).  

 

 Intérêt de cibler la voie mTOR dans les NNE GEP 

 Une dérégulation de la voie mTOR a été identifiée dans de nombreux cancers. Il existe des 

syndromes de prédisposition génétique provenant de mutations de gènes codant pour des 
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constitutive de mTOR. Cela permet une synthèse accrue de protéines pro-tumorales comme les 

régulateurs du cycle cellulaire et les facteurs pro-angiogéniques

mTORC1 peut aussi favoriser la tumorigenèse en inhibant 

lipidique.  

mTORC2 peut aussi favoriser la tumorigenèse en activant ses substrats Akt, et SGK1, qui vont 

favoriser le métabolisme et la prolifération cellulaire (Laplante et Sabatini 2012; Zoncu, Efeyan, et 

Sabatini 2011). 

La voie mTOR est aussi altérée dans les TNE pancréatiques et gastro-intestinales, avec 

respectivement 14% et 33% de mutations de gènes de la voie mTOR retrouvés après séquençage du 

génome entier (Jiao et al. 2011; Banck et al. 2013). Une autre étude réalisée sur 72 échantillons de 

Tsc2 dans 37% 

des cas, et Pten dans 10 à 29% des cas (Missiaglia et al. 2010)

de TSC2 au niveau cytoplasmique 

cytoplasmique dans environ 60% des cas (Missiaglia et al. 2010). Cette 

corrélée à une plus forte agressivité tumorale, à un index de prolifération plus élevé, à la présence 

de métastases hépatiques et enfin à un  plus court. 

Qian et al. ont confirmé 

retrouvée dans les TNE pancréatiques, 

comme Akt, phospho-RPS6KB1 ou phospho-RPS6 est plus commune dans les TNE de l , 

sur 195 échantillons de TNE GEP (Qian et al. 2013)

phospho-RPS6KB1 ou de phospho-RPS6 est associée à une plus courte survie globale après analyse 

multivariée.  

Une étude sur les CNE GEP a évalué les biomarqueurs moléculaires de la voie mTOR 

(phospho-mTOR, phospho-eIF4E et phospho-4EBP1). Une forte expression de ces marqueurs a été 

retrouvée et elle est corrélée à une survie plus courte, montrant que la voie mTOR joue aussi un 

rôle dans la croissance tumorale des CNE GEP (Catena et al. 2011; Maximilian Heetfeld et al. 2013).  



57 
 

Les résultats de ces différentes études montrent l

GEP. Cette activation est associée à un moins bon pronostic. La voie mTOR est donc une potentielle 

cible thérapeutique, et des molécules inhibitrices ont été développées. La partie suivante porte sur 

les inhibiteurs de mTOR utilisés dans le traitement des NNE GEP.  

 

 Les inhibiteurs de mTOR 

 Au niveau préclinique, le premier inhibiteur de mTOR étudié a été la rapamycine (ou 

sirolimus), un inhibiteur allostérique de mTORC1 qui se lie et inhibe la protéine FKBP-12 (FK506-

binding protein 12). Le complexe rapamycine/FKBP-12 formé interagit avec mTORC1 et permet de 

prévenir la propagation du signal (Shimobayashi et Hall 2014). La rapamycine réduit le 

développement et la progression tumorale dans un modèle murin de suractivation de la voie mTOR 

(avec une mutation PTEN+/-) (Podsypanina et al. 2001). Des résultats similaires ont été obtenus avec 

des modèles murins de NNE GI (un analogue de la 

rapamycine) induisent des effets anti-tumoraux in vitro et in vivo mais également une diminution 

 du VEGF (Villaume et al. 2010; Couderc et al. 2011; Bollard et al. 2013). 

 é ition de la voie mTOR dans 

les NNE ont utilisé le temsirolimus, pro-drogue de la rapamycine. Chez des patients porteurs de TNE 

non résécables, seuls 5,6% des patients ont présenté une réponse objective (Duran et al. 2006). 

évalué, dans une première étude de phase II chez 160 patients atteints 

de TNE pancréatiques métastatiques réfractaires aux chimiothérapies (étude RADIANT-1) (Yao et al. 

2010). Le taux de réponse 84,7% des patients présentaient une 

stabilité tumorale. 

évérolimus seul. Ces résultats ont conduit à la mise en place de 3 études randomisées 

multicentriques de phase III (RADIANT-2, -3 et -4).  

- octréotide comparé à 

octréotide seul, sur 429 patients présentant une TNE bien différenciée métastatique (M. E. Pavel 

et al. 2011). Une réduction du risque de progression tumorale de 23% a été observée lors du 

traitement par évérolimus. 
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L -3 a été menée chez 410 patients porteurs de TNE pancréatiques non 

résécables ou métastas un inhibiteur de mTOR. Elle 

(Yao et al. 2011) qui élève à 11 mois pour 

le groupe traité par évérolimus, contre 4,6 mois pour le groupe placebo. Les taux de réponses 

objectives retrouvées étaient bas pour les deux groupes (5 et 2%). En revanche, 73% des patients 

ntre 51% pour le groupe 

placebo. 14% des patients  et ont présenté une progression 

tumorale, contre 42% de progression tumorale pour le groupe placebo. En termes de survie globale, 

aucune différence significative retrouvée entre les groupes car 73% des patients du groupe 

placebo avaient reçu le traitement par évérolimus suite à une progression de la maladie.  

Enfin, -4 a comparé versus placebo chez 302 

patients atteints de TNE non fonctionnelles, progressives ou métastatiques

ou gastro-intestinale (Yao et al. 2016). -3, la médiane de survie 

sans progression du grou  à 11 mois et celle du groupe placebo à 

3,9 mois. Cette étude a permis de démontrer dans les TNE progressives 

du poumon et gastro-intestinales, en plus des TNE pancréatiques.  

Deux études de phase II évaluant GEP sont en cours en Allemagne 

et en Europe du nord, soit en monothérapie (NCT02113800), soit associé au temozolomide, chez 

 dont le Ki-67 se situe entre 20 et 55 % 

(NCT02248012).  

les effets indésirables les plus fréquemment 

décrits étant une stomatite, un rash cutané, une asthénie, des épisodes infectieux, une toxicité 

pulmonaire. Les toxicités de grade 3-4 développées étaient une anémie ou une hyperglycémie (Yao 

et al. 2016). 

 est approuvée depuis 2011 pour le traitement des TNE 

pancréatiques, progressives ou métastatiques et non résécables. Des autorisations hors AMM sont 

pour les TNE non fonctionnelles, progressives ou métastatiques

ou gastro-intestinale en février 2016. 
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 Phénomènes de résistances aux inhibiteurs de mTOR 

les deux études de phase III menées sur les TNE pancréatiques, gastro-intestinales et pulmonaires 

mais il permet une stabilisation de la tumeur (Yao et al. 2011; Yao et al. 2016) nce 

phénomènes  

, provoque la perte du rétrocontrôle négatif 

de la protéine S6K1 sur IRS1. Cela réactive les voies PI3K/Akt/mTORC1 (Sun et al. 2005) et 

Ras/Raf/MEK/ERK (Carracedo et al. 2008) et favorise à nouveau la prolifération cellulaire (Figure 

8B). Les résistances peuvent provenir également de mutations de gènes codant pour des protéines 

de la voie mTOR, rendant les cellules insensibles aux inhibiteurs allostériques de mTOR.  

Dans ce contexte, des inhibiteurs de mTOR et de PI3K ont été développés afin de palier au 

(Figure 8D). Une des molécules 

développées est NVP- formes de PI3K et des complexes 

mTORC1 et mTORC2. Les résultats précliniques sur les lignées cellulaires humaines de TNE 

pancréatiques BON1, intestinales GOT1 et bronchiques NCI-H727 ont montré une efficacité sur 

(Zitzmann et al. 2010)

-BEZ235 était plus efficace que le traite

molécules.  

Vandamme et al. 

TNE pancréatiques humaines BON1 et QGP-1 rendues résistantes aux rapalogues  (Vandamme et al. 

2016). Ces cellules ont été traitées plus de 20 semaines avec des concentrations croissantes 

développant 

rapalogues. NVP-BEZ235 a inhibé la prolifération cellulaire des cellules sensibles et des cellules 

BON1 r  MTOR, RICTOR, 

RAPTOR, Akt et HIF1A 4EBP1. Dans les cellules QGP-1 

HIF1A et ERK2  
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Figure 8 :  

principaux de 
mTORC1, S6K1 et 4E-

tion 
 

receptor bound protein 10) et mTORC2.  
ion des effecteurs de mTORC1, S6K1, 4E-

BP1 et GRB10. Il en résulte une diminution de la traduction protéique. Cette inhibition permet de lever le rétrocontrôle de S6K1 
et de GRB10 sur IRS1 (lignes pointillées rouges), permettant de réactiver la voie mTORC1 (flèches rouges).  

s 
tillée rouges). 

Ces molécules lèvent le rétrocontrôle exercé par S6K1, GRB10 et mTORC2 (lignes pointillées rouges), ce qui réactive la voie 
mTORC1 via IRS1 (flèches rouges).  

cules, la voie mTORC1 est inhibée, réduisant 
la synthèse protéique, mais levant le rétrocontrôle de S6K1 et GRB10 sur IRS-1. La voie mTORC2 est inhibée également, ce qui 

Vandamme et al. 2016. 
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Le développement clinique de cette molécule a dû être prématurément interrompu après 

Par ailleurs, il a été observé 

une meilleure efficacité du traitement par évérolimus comparé au NVP-BEZ235 (Fazio 2015; Salazar 

et al. 2015) -
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DEUXIEME PARTIE  STRESS DU RETICULUM ENDOPLASMIQUE ET CANCER 

 

1. Le stress du réticulum endoplasmique et la réponse UPR 

1.1. Généralités sur le réticulum endoplasmique 

Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite cellulaire présent uniquement dans les 

cellules eucaryotes. Le RE est un réseau membranaire en continuité avec la membrane externe du 

noyau. Il est organisé en cavités (ou citernes) reliées entre elles et en relation avec les autres 

. Il a été observé pour la 

première fois en 1945 par microscopie électronique par Ernest Fullam, Keith Porter et Albert Claude 

(Porter, Claude, et Fullam 1945). 

organite est dit multifonctionnel, car il joue un rôle central dans plusieurs processus cellulaires 

comme la synthèse des protéines, leur maturation et leur repliement, les modifications post-

traductionnelles protéiques, la synthèse du cholestérol, des stéroïdes et des phospholipides 

membranaires (Rutkowski et Kaufman 2004). Il existe deux 

types de RE. Le RE rugueux, caractérisé par la présence de ribosomes à la surface externe de sa 

membrane, où se déroulera principalement la synthèse, les modifications post-traductionnelles et 

erve 

majeure de calcium intracellulaire. Le RE lisse, qui est dépourvu de ribosomes et qui possède une 

organisation tubulaire, participe à la synthèse de

et au stockage du calcium intracellulaire. 

Seules les protéines membranaires ou destinées à être sécrétées transitent par le RE. Elles 

représentent environ un tiers des protéines synthétisées par la cellule. 

régulation étroite du onts disulfures. Ces ponts 

stabilisent la conformation des protéines matures (A. S. Lee 1992). De ce fait, le repliement des 

t. Ces variations peuvent être internes 

au RE (survenant dans la lumière du RE) : altération de la concentration calcique ou du statut 

-réduction, augmentation de la synthèse protéique (entrainant un afflux de protéines dans 

la lumière du RE) origine externe : modification du statut énergétique ou stimuli pathogènes 

ou inflammatoires. 

protéines et leur accumulation dans le RE. Elles ibre 

homéostatique du RE et entraîner un stress du RE (ou SRE).  
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1.2. Le stress du réticulum endoplasmique 

Le SRE se définit comme toutes les conditions pour lesquelles la capacité du RE à exercer une 

ou plusieurs fonction(s) est dépassée, ce qui peut être 

 

Ces évènements ont pour conséquence un ensemble de voies de signalisation 

en réponse au SRE, appelé UPR (Unfolded Protein Response) (L. Ozcan et Tabas 2012). Cette réponse 

adaptative au SRE est induite 

 (Y. Ma et Hendershot 2004). Néanmoins, il 

arrive que la cellule ne réussisse p

prolongé ou trop intense. La réponse UPR induit alors la mort cellulaire par apoptose.  

Nou  les inducteurs connus du SRE puis les trois 

détaillées. 

 

1.2.1. Les inducteurs du SRE 

aux cellules, 

physiologiques ou pathologiques.  

Chez les mammifères, le SRE a été détecté dans les cellules sécrétrices de protéines, comme 

les cellules -pancréatiques, qui synthétisent et 

comme les plasmocytes, sécrétant les immunoglobulines (Moore et Hollien 2012). Dans ces 

conditions de synthèse protéique 

les 

en réponse à cette accumulation physiologique de protéines. Ain

protéique globale nécessaire aux fonctions sécrétrices, à la prolifération cellulaire ou au 

développement est un facteur de SRE. 

Le SRE peut aussi être activé dans des conditions pathologiques. Les infections virales sont 

activatrices du SRE. Le virus détourne la machinerie cellulaire de sa cellule hôte à son propre profit, 

afin de pouvoir se multiplier. Il utilise les capacités de synthèse protéique de la cellule, afin de 

produire suffisamment de protéines virales qui formeront les nouveaux virus. Cela peut engendrer 

un SRE si les capacités de production du RE sont dépassées (Kaufman 2002).  
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Les maladies neurodégénératives, comme la maladie  se caractérisent par une 

phosphorylation excessive et une agrégation anormale de la protéine Tau. Une activation du SRE a 

été retrouvée dans les neurones de patients souffrant de cette maladie (van der Harg et al. 2014).   

Des mutations génétiques modifiant la structure des protéines sécrétées peuvent être à 

, dans le modèle génétique de souris diabétique Akita, une mutation 

déclenche un SRE (Araki, Oyadomari, 

et Mori 2003). Le SRE est également retrouvé dans le diabète. 

« senseur u syndrome de Wolcott-Rallison, caractérisé par un 

diabète juvénile (Delépine et al. 2000). Une mutation touchant une protéine régulant le calcium 

intracellulaire, la . Cette maladie 

est connu sous le nom de syndrome de Wolfram (Inoue et al. 1998)

du RE dans les cellules -pancréatiques conduisent donc à un diabète sévère.  

Des altérations du microenvironnement cellulaire peuvent déclencher un SRE. Une privation 

des cellules en glucose perturbe deux fonctions du RE : la glycosylation des protéines et le 

(Kaufman 2002)  perturbe 

ponts disulfures stabilisateurs de la structure des protéines (D. E. Feldman, Chauhan, et Koong 

2005). inhibe également  par la chaîne respiratoire, 

 enzymatique des protéines chaperons (Cantor 

et Sabatini 2012). 

Enfin, il est également possible de déclencher expérimentalement un SRE grâce à différents 

composés chimiques. La thapsigargine induit  du 

et le repliement des protéines. 

En effet, le fonctionnement des protéines chaperons (BiP, Grp94 et la calréticuline) est dépendant 

du calcium. La tunicamycine  modifications post-

traductionelles, notamment les N-glycosylations des protéines. Le DTT (DiThioThréitol) inhibe la 

formation des ponts disulfures, et le 2-déoxyglucose bloque le métabolisme du glucose (Kaufman 

1999). 

De nombreuses autres molécules modulant la réponse UPR sont actuellement en cours 

 (discuté § 5. e thérapeutique anti-cancéreuse). 
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1.2.2.  

nt été décrit chez la levure Saccharomyces cerevisiae dans les années 1990, 

où il se limite 

glycosylation et les protéines de la voie de dégradation des protéines mal repliées ERAD (ER-

associated protein degradation) (Nikawa et Yamashita 1992; Cox, Shamu, et Walter 1993). 

Chez les mam  3 voies de signalisation dont les 

protéines « senseurs » du SRE se situent au niveau de la membrane du RE. A ce jour, 3 protéines 

« senseurs » ont été identifiées : PERK (PKR-like ER kinase), IRE1 (Inositol requiring enzyme 1) et 

ATF6 (Activating transcription factor-6 protein)

informations provenant de la lumière du RE, et leur partie cytoplasmique effectrice permet 

 (Figure 9). 

s protéines chaperons BiP (Binding immunoglobulin Protein) également 

appelées Grp78 (Glucose-Regulated Protein 78kDa), situées dans la lumière du RE, interagissent 

avec le domaine luminal des protéines « senseurs » du SRE afin de les maintenir inactives. En 

 (Figure 10

protéines mal conformées 

part, la liaison entre BiP et les protéines « senseurs » du SR

BiP (Bertolotti et al. 2000; Shen et al. 2002). Il a été démontré chez la levure que les protéines mal 

conformées pouvaient directement interagir avec IRE1 et déclencher son activation (Gardner et 

Walter 2011) été décrit chez les mammifères.  
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Figure 9 : Représentation schématique des 3 protéines de l'UPR : IRE1, PERK et ATF6. 

Ligne rouge : région de liaison à BiP ; ligne bleue : région de dimérisation de PERK ; ligne verte : région nécessaire à 
, Golgi localization signal) ; S : Domaine luminal « senseur » ; K : domaine

Ser/Thr kinase ; R : domaine endoribonucléasique ; bZIP : facteur de transcription contenant le domaine basic 
leucine zipper ; N : extrémité N-terminale ; C : extrémité C-terminale.  

Figure 10 : Représentation schématique des 3 voies de l'UPR : PERK, IRE1 et ATF6. 
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La voie PERK 

 PERK est un senseur transmembranaire de type 1 dont la taille est comprise entre 130 et 150 

kDa en fonction de sa phosphorylation. Elle possède une activité enzymatique sérine/thréonine 

(Ser/Thr) kinase au niveau de son domaine cytosolique (Figure 9). La dissociation de BiP du domaine 

autophosphorylation de PERK au niveau de la thréonine 981, 

activant la kinase (Figure 10) (Bertolotti et al. 2000). Le substrat principal de PERK est eIF2 un 

PERK phosphoryle sur la sérine 51, permettant de bloquer 

la traduction cap-dépendante

traduction (eIF2/GTP/Met/tRNAi). Le flux entrant de protéines dans le RE est ainsi réduit, pour éviter 

une surcharge du RE en condition de stress (Koromilas 2015).  

  transitoire de la traduction, celle de certains ARNm est au 

contraire favor ATF4 (activating transcription factor 4), de CHOP (C/EBP 

homologous protein) ou de GADD34 (Growth arrest and DNA damage-inducible protein 34) (Pavitt 

et Ron 2012). Ces ARNm possèdent des cadres de lecture ouverte (ou uORF pour upstream open 

-UTR), qui favorisent la traduction lors de 

de complexe tertiaire augmente et la protéine est adressée au noyau pour 

exercer son activité de facteur de transcription. C/EBP 

[CCAAT-enhancer-binding protein]-ATF-responsive element) de ses gènes cibles (ASNS, 

CAT1,  (Ameri et Harris 2008). L  ses gènes cibles, impliqués dans la 

biosynthèse et le transport des acides aminés, la biosynthèse des protéines chaperons du RE et dans 

la réponse anti-oxydante est augmentée. Cela permet 

promouvoir la survie des cellules (Jiangbin Ye et al. 2010).  

Si  du RE établie

du facteur pro- -2 (B-cell lymphoma 2) et 

déclencher -apoptotiques Bax et Bad (Sano et Reed 

2013).  

, une protéine activatrice de la protéine phosphatase 1 (PP1) 

qui déphosphoryle phospho-eIF2 . Ce rétrocontrôle négatif permet de réguler eIF2  et rétablir la 

synthèse protéique (Connor et al. 2001). -apoptotique de CHOP 

e

la synthèse protéique (Marciniak et al. 2004).  
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La voie eIF2 ve suite à un stress, qu

Integrated Stress Response (ISR). Cette voie peut être activée par 3 autres kinases en plus de la 

kinase PERK : PKR (protein kinase R), HRI (heme-regulated inhibitor) et GCN2 (gene control non-

derepressible-2). Chaque k

 

du cofacteur hème.  GCN2 est activée par la déplétion extracellulaire en acides aminés (Pakos-

Zebrucka et al. 2016). 

 Un autre substrat de PERK est le facteur de transcription NRF2 (NF-E2-related factor 2) 

(Cullinan et al. 2003). Dans des conditions normales, NRF2 interagit avec la protéine KEAP1 (Kelch-

like ECH-associated protein 1) qui le maintient dans le cytosol. Suite au SRE, NRF2 est libéré de 

KEAP1 et il est phosphorylé par PERK. Il rejoint le noyau et se fixe aux séquences ARE (Antioxydant 

response element) de ses gènes cibles tels que GCLC (Glutamate cystein ligase catalytic subunit), 

HO-1 (Heme oxygenase 1) ou NQO1 (NAD(P)H dehydrogenase quinone 1) (Cullinan et Diehl 2004). 

joue un rôle dans 

est soumise à un SRE. 

 

La voie IRE1 

IRE1 est une protéine transmembranaire de type 1 du RE de 110 kDa possédant deux 

activités enzymatiques au niveau de son domaine cytosolique : une activité Ser/Thr kinase et une 

activité endoribonucléase. Il existe chez les mammifères deux isoformes 

ue dans les cellules épithéliales de 

 La dissociation de BiP permet la dimérisation -phosphorylation 

(Prischi et al. 2014). Actuellement, deux voies de signalisations majeures sont activées par IRE1. 

provient 

 activée par IRE1 (Figure 10).  

La première -box 

binding protein 1), endoribonucléase  un intron de 26 nucléotides 

(Calfon et al. 2002). Le nouvel ARNm épissé, nommé XBP1-s (XBP1-spliced), code un facteur de 

transcription de type bZIP (basic leucine zipper) adressé au noyau (Hiderou Yoshida 2007). Dans le 

noyau, son domaine leucine zipper lui permet de se fixer sur les promoteurs des gènes contenant 
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une séquence ERSE (ER stress-response element) et UPRE (Unfolded protein response element) 

(Yamamoto et al. 2004). XBP1-s permet la transcription de gènes codant des protéines chaperons 

du RE  des protéines de la glycosylation et de la synthèse lipidique (P. 

Walter et Ron 2011). Cette voie IRE1/XBP1-

également de dégrader son propre ARNm, afin de réguler 

son activation (Tirasophon, Welihinda, et Kaufman 1998) , afin de 

diminuer la synthèse protéique. Ce phénomène, appelé RIDD pour IRE1-dependent decay of mRNA 

(Hollien et al. 2009; Han et al. 2009), Via le système 

RIDD, IRE1 peut cliver les ARNm comme PDFGR, SPARC ou Period1 (Maurel et al. 2014), mais aussi 

des microARN tels que miR17 ou miR-96 (Upton et al. 2012). Cette fonction relativement nouvelle 

ffets (pro-survie ou pro-apoptotique) selon le type cellulaire (Upton et 

al. 2012; J. Hassler, Cao, et Kaufman 2012).  

La forme non épissée de XBP1, XBP1-u (unspliced), est aussi traduite chez les mammifères. 

XBP1-u inhibe la réponse UPR en se fixant sur XBP1-s, formant un complexe dégradé par le 

protéasome. Cette protéine est donc un régulateur négatif de la réponse UPR (Hiderou Yoshida et 

al. 2006).  

La seconde 

cytosolique, pour induire différentes voies de signalisation impliquant des protéines kinases. Suite 

à son association avec TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2), une protéine adaptatrice, IRE1 

interagit avec ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1) qui active la kinase JNK (c-Jun N-terminal 

kinase) (Urano et al. 2000). Cette voie régule les facteurs pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 et la 

voie p38/MAPK (Mitogen-activated protein kinase) qui phosphoryle le facteur pro-apoptotique 

CHOP  (X. Z. Wang et Ron 1996). 

 

La voie ATF6 

 ATF6 est une protéine transmembranaire de type 2 du RE, de 90 kDa, possédant un domaine 

de type bZIP dans sa partie N-terminale cytosolique (Haze et al. 1999)

existent, ATF6  la 

dissociation de BiP démasque les 2  . ATF6 migre 

-1 et site-2 proteases) (X. 
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Chen, Shen, et Prywes 2002; Shen et al. 2002; J. Ye et al. 2000). Ces protéases permettent la 

- rejoint le noyau pour exercer son activité 

de facteur de transcription en se liant aux séquences ERSE (Yamamoto et al. 2004). ATF6 permet la 

transcription des protéines chaperons comme BiP, la calréticuline, ou la calnexine, mais aussi 

s qui catalysent la formation de ponts disulfures comme la PDI (protein disulfide 

isomerase). Il permet aussi la transcription du facteur XBP1, qui sera ensuite clivé par phospho-IRE1 

(Adachi et al. 2008; Okada et al. 2002) F6 entraîne une réponse 

cytoprotective. 

 

 

3 branches distinctes, mais dont certaines fonctionnalités et 

cibles se recoupent. C  simplifiée  car de récentes études ont montré que les 

protéines des 3 

de celle induite individuellement. Par exemple, XBP1-s peut interagir avec ATF6 pour former un 

de gènes distincts de ceux que XBP1-s ou ATF6 activent 

respectivement. Ces gènes vont modifier le trafic des protéines, leur repliement et leur dégradation 

(Shoulders et al. 2013). Des modifications post-traductionnelles peuvent survenir et régulent les 

fonctions des protéines comme XBP1-s qui est régulé par acétylation et sumoylation, en plus de sa 

phosphorylation par p38 (J. Lee et al. 2011; F.-M. Wang et Ouyang 2011; H. Chen et Qi 2010). ATF4 

est aussi régulé par des phosphorylations, ubiquitinations ou acétylations qui vont affecter la 

stabilité de la protéine et donc sa fonction de facteur de transcription (Ameri et Harris 2008). 

 

2.  

Les voies de 

survivre face à un SRE. Cependant, ces mêmes voies peuvent 

est donc une balance entre la survie et la mort. Les cellules 

cancéreuses peuv sont 

confrontées à un microenvironnement souvent hostile à leur croissance. 

du RE peut être dérégulée et entrainer un SRE. Dans un premier temps, nous décrirons le potentiel 

pro- -même, puis les conditions pouvant activer un SRE dans les cellules 
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cancéreuses, et enfin nous étudierons plus précisément la dualité de réponse au SRE de chacune 

des 3  

 

2.1.   dans le cancer 

 Grâce aux études de séquençages à haut débit, des mutations somatiques ont été retrouvées 

pour les gènes codant les protéines de  dans de nombreux cancers (Figure 11) (Greenman et 

al. 2007). Des mutati

système nerveux, comparées au taux de mutation des voies ATF6 et PERK dans ces cancers. PERK 

est plus fréquemment muté dans les cancers des os (Figure 11 : « Other »), ainsi que dans les cancers 

de la sphère urinaire et du poumon. ATF6 est principalement muté dans les cancers gastro-

intestinaux, génitaux et pulmonaires. Le plus fort taux de mutations des 3  est mis en 

évidence dans les cancers gastro-intestinaux ((Chevet, Hetz, et Samali 2015), à partir des bases de 

données COSMIC, cBIOportal et IntOgen). 

Néanmoins, la relevance biologique de ces mutations doit encore être étudiée afin de 

déterminer si  driver ») ou non 

(mutations « passenger »).   

 

  

Figure 11 : Taux de mutations des protéines ATF6, IRE1 et PERK en fonction de la localisation tumorale. 

Données provenant de trois bases de données COSMIC, cBIOpotal et IntOgen, rapportant le pourcentage de mutations 
retrouvé en fonction du nombre total de tumeurs séquencées. NS : Nervous System ; GI : gastro-intestinal, Uro : 
Urological, Gen  
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2.2. Les facteurs de SRE dans le cancer 

Tout au long de son développement, la cellule tumorale produit et sécrète de large quantité 

de protéines qui vont favoriser la croissance, la prolifération et la migration cellulaire. Cette forte 

production induit des perturbati  un SRE (Dejeans et al. 

2015). De plus, la cellule tumorale est soumise à de fortes perturbations de son 

SRE.  

 Dans le tissu sain, le nivea est compris entre 3,1% (pour le foie et le cerveau) et 

8,7% 2 mesurée : pO2 entre 24 à 66 mm Hg), alors qu

 0,01 à 3,9% (pO2 entre 0,08 à 30 mmHg) (évalués 

mes, les carcinomes à cellules squameuses et 

le cancer du sein) (Vaupel, Kallinowski, et Okunieff 1989). La croissance non contrôlée des cellules 

tumorales crée une masse tumorale qui ne peut plus être irriguée par les vaisseaux adjacents, créant 

des  (Höckel et Vaupel 2001). Le stress hypoxique déclenche un 

processus permettant de développer de nouveaux vaisseaux sanguins, nommé néoangiogenèse 

(Folkman 2002).  

Les facteurs de croissance impliqués dans la néoangiogenèse sont le bFGF (basic fibroblast 

growth factor), le TGF  (transforming growth factors ) et le VEGF. Le principal facteur de 

transcription impliqué dans ce processus est le facteur HIF-1  (hypoxia-inducible factor 1 ). En 

, HIF-1 é par la 

voie du protéasome, après ubiquitinylation (Ke et Costa 2006) -

stabilisé et rejoint le noyau où il forme un hétérodimère avec HIF-

 ou activent 

-1  

glycolyse (transporteurs et son 

utilisation dans la glycolyse anaérobie (Huang et Bunn 2003). La surexpression de HIF-1  est 

. Elle démontre 

une adaptation de la cellule à ce stress.  

-1  ausés par 

consommation en énergie de la cellule. Ainsi, la cellule inhibe la voie de survie mTORC1, afin de 
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diminuer la traduction protéique cap-dépendante (Wouters et Koritzinsky 2008) et active la voie 

PERK. la traduction protéique globale vi

(Koumenis et al. 2002)  sur la synthèse protéique. Dans 

les zones nécrotiques de tumeurs du sein métastatiques, donc hautement hypoxiques, les niveaux 

(Blais 

et al. 2004; Ameri et al. 2004).  

 : dans les lignées de cellules tumorales 

-s (Romero-

Ramirez et al. 2004). Dans le cancer du sein triple négatif, XBP1 est 

fortement corrélée -1 -

et augmente -  (X. Chen et al. 2014). De même, en condition 

hépatocellulaires (Arai et al. 2006).  

En a , les cellules tumorales deviennent plus résistantes 

aux thérapies. Les vaisseaux formés au cours de la néoangiogenèse sont en effet anarchiques et la 

diffusion des molécules  se fera moins facilement (Teicher 1995). Les 

ce traitement 

 des dommages 

Les patients dont les tumeurs de la tête et du cou présentent des zones 

moins bonne survie comparés aux patients dont les tumeurs sont mieux oxygénées (Brizel et al. 

1997) et ces tumeurs sont plus résistantes aux radiations (Gatenby et al. 1988). 

 Un autre facteur environnemental pouvant entraîné un SRE dans les cellules cancéreuses est 

la déplétion en nutriments (glucose et acides aminés). Le senseur principal de la privation en 

glucose est PERK, et de la privation en acides aminés est GCN2 (Ronald C. Wek et Cavener 2007; P. 

Zhang et al. 2002). Les deux protéines, une fois activées, vont phosphoryler eIF2 résulte 

entraine la transcription de gènes impliqués 

glucose (R. C. Wek et al. 1990; S. A. Wek, Zhu, et Wek 1995)

le VEGF (Y. Wang et al. 2012; Y. Wang et al. 2013). 
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2.3.  

alors UPR a

Nous allons à présent discuter de cette dualité   

 

2.3.1. Dualité de la voie PERK 

Le rôle de PERK dans la progression 

hypoxie in vitro, 

et réduit la croissance des tumeurs  in vivo (Fels et Koumenis 2006). Dans un modèle de greffes sous-

cutanées, les cellules MEF PERK-/- transformées par Ras forment des tumeurs plus petites et 

 MEF PERK+/+ transformées (Bi et al. 

2005). 

Dans un modèle murin de carcinome mammaire, il a été démontré que la délétion de PERK 

naires de 

50% (Bobrovnikova-Marjon et al. 2010). Paradoxalement, cette étude démontre également que 

té de développer des tumeurs 

La dualité de la voie PERK 

repose ici 

possède un rôle pro-tumoral

effets anti-tumoraux.  

activation de PERK dans les cellules tumorales peut aussi promouvoir la tumorigenèse en 

favorisant et al. ont démontré une diminution de la formation et de 

la croissance des insulinomes dans un modèle murin inactivé pour PERK, associé à une forte 

réduction de la vascularisation tumorale (Gupta, McGrath, et Cavener 2009).  

Des études ont démontré que dans un modèle cellulaire 

inductible Fv2E-PERK entrainait au contraire 

la croissance tumorale in vivo, dans le cas du cancer épidermoïde cutané (Ranganathan et al. 2008). 

Ce phénomène dépendrait  , dont 

des laire en 

phase G1 (Sequeira et al. 2007; Perkins et Barber 2004). 
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Des études ont attribué un rôle suppresseur de tumeur à CHOP. Dans un modèle murin de 

tumeurs pulmonaires induites par la mutation KrasG12V incidence 

des tumeurs (Huber et al. 2013). Ces travaux montrent aussi que l contrôle la 

croissance des cellules malignes pendant une privation en glucose. En atténuant la voie 

PERK/eIF2 / IPK

développent. De même, la délétion de CHOP dans les hépatocytes favorise la tumorigenèse dans un 

(Nakagawa et al. 2014). CHOP jouerait donc un rôle dans la 

barrière anti-tumorale de la réponse UPR. Il a été rapporté des mutations de CHOP dans les tumeurs 

fonctionnalité de CHOP et si elles contribuent à la tumorigenèse (Kan et al. 2010).  

Selon le modèle tumoral, la voie PERK pourra donc aussi bien servir que nuire à la croissance 

des cellules cancéreuses. 

 

2.3.2. Dualité de la voie IRE1 

 Dans la littérature, le rôle de la voie IRE1/XBP1s est plutôt protecteur et en faveur de la survie 

tumorale. Ce rôle a été largement étudié dans le myélome multiple, car la différenciation de 

lymphocytes B en plasmocytes nécessite XBP1-s (Reimold et al. 2001; Iwakoshi et al. 2003; K. Zhang 

et al. 2005). Grâce à un modèle de souris transgéniques exprimant XBP1-s tout au long du 

développement des lymphocytes B, Carrasco et al

expression de XBP1-s conduit à un phénotype de myélome multiple, avec des lésions osseuses et 

une (Carrasco et al. 2007). De plus, d IRE1  et de 

XBP1 ont été identifiées dans les cellules tumorales de patients atteints de myélome multiple (Hong 

et Hagen 2013; Leung-Hagesteijn et al. 2013).  

Dans un modèle  murin de cancer colorectal, la délétion 

favorise leur prolifération (Niederreiter et al. 2013). 

-

XBP1. En effet, IRE1 augmente la prolifération cellulaire via la régulation de la cycline A1 par XBP1-

s dans une lignée cellulaire de cancer de la prostate (Thorpe et Schwarze 2010). 

 Tout comme PERK, IRE1 participerait égalem  murin de 

xénogreffe de cellules de gliome U87
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peu vascularisé comparé aux tumeurs exprimant IRE1. La voie IRE1 régule positivement les facteurs 

pro-angiogéniques comme le VEGF- -1 (interleukine- - -8 (Auf et al. 2010).  

 La voie IRE-1 peut enfin être pro-

se via le recrutement de TRAF2 à la membrane du RE, ce qui active ensuite JNK. Il 

-12 (Yoneda et al. 2001). IRE1 peut aussi médié 

 autre voie i Une activation prolongée 

du SRE induit RIDD qui dégrade des pré-miARN et des ARN de protéines impliquées dans la survie 

(Han et al. 2009; Maurel et al. 2014). RIDD peut aussi avoir un rôle pro-tumoral. Dans le cas du 

glioblastome, 

cycle circadien. 

tumeurs issues de cellules déficientes pour PER1 sont plus vascularisées et ont un coefficient de 

prolifération Ki-67 supérieur au contrôle (Pluquet et al. 2013). Cette étude confirme le rôle pro-

 montré précédemment.  

 

2.3.3. Dualité de la voie ATF6 

(cf. § montrent un 

rôle pro-tumoral.  

La translocation nucléaire 

cinome (Shuda et al. 2003) hépatocarcinome, il promeut le 

développement tumoral, via la régulation de gènes du cycle cellulaire et de la prolifération (Arai et 

al. 2006). 

exemple, la e une résistance au traitement par imatinib dans la leucémie 

myéloïde chronique (Higa et al. 2014). un facteur de survie pour les cellules tumorales 

quiescentes de cancer épidermoïde cutané et il 

et à la résistance à la rapamycine. Le mécanisme pro- dépend de la régulation de Rheb 

(Schewe et Aguirre-Ghiso 2008). 
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BiP, la protéine chaperon majoritaire du RE, est principalement régulée par ATF6. Une 

augmentation de son expression a été observée dans une grande variété de cancers comme les 

cancers (Z. Li et Li 

2012).  

La première corrélation entre BiP et la tumorigenèse a été rapporté en 1996 par le groupe 

de Dr. Lee, qui a démontré que la suppression de BiP diminue la capacité de cellules issues de 

fibrosarcomes à former des tumeurs sous-cutanées chez les souris BALB/c (Jamora, Dennert, et Lee 

1996). Il a ensuite été démontré que la surexpression de BiP corrèle avec une augmentation de la 

prolifération des a 

pour conséquence un ralentissement de la prolifération (Pyrko et al. 2007).  

(Denoyelle et al. 2006), mais également les stades plus tardifs en favorisant la progression tumorale 

et métastatique lorsque la tumeur est exposée à de plus importants stress environnementaux (Dong 

et al. 2011; Dong et al. 2008). 

BiP joue aussi e tumorale. La délétion hétérozygote de 

induit une réduction de 

adjacent (Dong et al. 2011). 

Normalement localisé dans la lumière du RE, BiP est exprimé à la membrane cellulaire après 

un SRE (Arap et al. 2004). Ce phénomène a été observé dans les cellules endothéliales et 

néoplasiques (Z. Li et Li 2012)

immunogénicité anti-tumorale (Luo et Lee 2013). Des protéines se liant à BiP à la surface 

cellulaire ont été identifiées. Dans les cellules de cancer de la prostate par exemple, BiP se lit à 

2-macroglobuline, ce qui augmente la prolifération cellulaire via 

(Misra et Pizzo 2012). BiP peut également interagir avec la protéine de 

surface cellulaire tumorale Cripto pour réguler la progression tumorale (Shani et al. 2008). Enfin, 

par sa liaison avec T-cadherine, BiP 

(Nakamura et al. 2013). 
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3.  NNE GEP 

 Les NNE GEP dérivent de cellules neuroendocrines hautement sécrétrices, mobilisant 

sein des NNE GEP ont principalement été conduites dans les cellules dérivées de TNE pancréatiques, 

notamment les cellules INS-1.  

Un clone INS-1 exprimant une pro-

UPR des cellules INS-1 suite à un SRE (Hartley et al. 2010). Les cellules activent les 3 

et induisent les gènes pro-apoptotiques dont Chop -insuline 

mutée.  

Gupta et al. ont évalué le rôle de PERK dans la régulation de la prolifération et de 

(Gupta, McGrath, et Cavener 2009). Grâce à un modèle murin 

a pu démontrer que PERK jouait deux rôles dans le développement des insulinomes : 

PERK soutient la prolifération rapide lors de la cr ts de cellules -

de progression, au moment 

où les tumeurs deviennent encapsulées. Dans les insulinomes de souris dont le gène de PERK est 

inactivé, les tumeurs étaient en moyenne 38 fois plus petites que celles des souris contrôles, et la 

vascularisation tumorale était réd

ATF6.  

  in vitro, où il est détecté 

-1 et INS-1E, et in vivo -pancréatiques de 

suite à une forte concentration de glucose, mimant une hyperglycémie. Une diminution de 60% de 

 

de l   

 un rôle dans le maintien de la survie des 

(Teodoro et al. 2012).  

 2 isoformes sont exprimés de manière ubiquitaire 

dans les cellules de mammifères, et ils (Haze et al. 1999)

-pancréatiques, ainsi que dans les îlots 

pancréatiques murins et humains. La délétion -
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augmente la 

 à la délétion du gène 

tions basales, sans stress induit, 

des cellules (Odisho, Zhang, et Volchuk 2015). 

  aussi été étudiée dans les cellules 

murines -6 (J. Y. Chan et al. 2015). La voie IRE1/XBP1 est né

des cellules au SRE induit par les cytokines et les acides gras saturés, et une balance optimale entre 

XBP1 et le facteur pro-apoptotique CHOP est cruciale pour la survie des cellules MIN6. 

de la voie XBP1 a été confirmée -pancréatiques primaires de souris, notamment 

capacités 

protection contre le stress oxydatif (J. R. Hassler et al. 2015). 

 Enfin, une étude a analysé une série de TNE pancréatiques humaines afin de déterminer 

(Klieser et al. 2015). Les 

données issues du transcriptome de 49 TNE pancréatiques ont permis 

des ARNm de BiP, ATF4 et CHOP est augmentée de manière significative dans le tissu pancréatique 

tumoral, comparé au tissus pancréatique sain. 

spécifiquement  a également été évaluée (Hitomi et al. 2004). Son 

expression augmente significativement dans le tissu pancréatique tumoral.  

 

4. que dans le cancer 

De récentes étude

le pronostic de différentes tumeurs solides. Les différents travaux publiés sont résumés dans le 

tableau 5. 

Par exemple, chez les patientes atteintes de cancer du sein triple négatif, une augmentation 

-s 

accroit le développement et la progression tumorale via la régulation de HIF1  

(X. Chen et al. 2014). 
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Tableau 5 : Etudes cliniques évaluant les marqueurs de l'UPR comme facteur pronostique de survie dans différents 

types de cancer. 

Type tumoral (références) Expression des marqueurs 
 Pronostic 

Cancer du sein positif aux 
(Andruska 

et al. 2015) (signature génétique) 
Diminution de la survie 

globale 

Cancers du sein (différents types) 
(Davies et al. 2008) 

Augmentation de 
-s 

Diminution de la survie sans 
progression 

Cancer du sein triple négatif (X. 
Chen et al. 2014) 

Augmentation de 
-s 

Diminution de la survie sans 
progression 

Cancer du poumon non à petites 
cellules (K. M. Kim et al. 2012; He et 
al. 2011) 

Augmentation de 
 

Diminution de la survie 
globale 

 Augmentation de 
 

Augmentation de la survie 
globale 

 Augmentation de 
-  

Augmentation de la survie 
globale 

Mésothéliome (Dalton et al. 2013) Augmentation de 
 

Diminution de la survie 
globale 

Carcinome du rein (Kuroda et al. 
2011) 

Augmentation de 
expression de BiP 

Diminution de la survie sans 
progression 

Adénocarcinome de la prostate (Tan 
et al. 2011; Pootrakul et al. 2006) 

Augmentation de 
 

Diminution de la survie 
globale 

Adénocarcinome colorectal 
(Thornton et al. 2013; Jin et al. 
2016) 

Augmentation de 
 

Augmentation de la survie 
globale 

  Diminution de la survie 
globale 

Glioblastome (Pluquet et al. 2013) Augmentation de 
-s 

Diminution de la survie 
globale 

Adénocarcinome ductal 
pancréatique (Niu et al. 2015) 

Augmentation de 
-s 

Diminution de la survie 
globale 
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Une forte expression de XBP1 au moment du diagnostic est aussi de mauvais pronostic dans 

la leucémie lymphoblastique aiguë pré-B (Kharabi Masouleh et al. 2014), et il a été démontré que 

IRE1 tue efficacement les cellules lymphoblastiques pré-B (Tang et 

al. 2014).  

évaluation série de 49 TNE 

pancréatiques humaines (Klieser et al. 2015). Les données issues du transcriptome des TNE 

pancréatiques ont permis ARNm de BiP 

s ganglions lymphatiques, la présence de métastases, un grade 

plus élevé (G3 versus G1) et aux tumeurs non fonctionnelles. ATF4 est inversement 

corrélée i les 

ganglions lymphatiques sont touchés et si la tumeur est fonctionnelle. Plus la tumeur est invasive, 

moins CHOP est exprimé. Ainsi, dans cette étude, BiP serait un facteur de mauvais pronostic alors 

 des facteurs de bon pronostic. 

ul 

une seule technique de détection (immunohistochimie le plus souvent). 

n facteur de transcription 

particulier  

 de réponse au 

traitement.  En effet, Andruska et al. a démontré que la surexpression des gènes cib

(Andruska et al. 2015). Dans le cas de patients atteints de 

myélome multiple et traité par le bortézomib, une surexpression de XBP1-s est de meilleur pronostic 

(Gambella et al. 2014). Enfin, la surexpression de BiP est corrélée à la chimiorésistance au 

bortezomib des cellules endothéliales ou de myélome OPM-2, ce qui peut en faire un bon marqueur 

prédictif de réponse au traitement (Kern et al. 2009). 

Une étude récente a montré -foeto-protéine (AFP) est fortement régulée par IRE1 (via 

RIDD) et PERK sées au sorafenib, inhibiteur de tyrosine-

 : une diminution du 

PERK hibition des 2 voies a permis 
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prédictif de réponse au traitement dans les carcinomes hépatocellulaires (Houessinon et al. 2016). 

est mis en évidence un ma  

 facteu  une meilleure 

compréhension de son implication dans les différents types de cancer est nécessaire pour permettre 

réponse aux traitements.  

 

5. -cancéreuse 

 

néanmoins comme une cible thérapeutique, selon 2 grandes stratégies. La première vise à inhiber 

protéines « senseurs » PERK, IRE1 ou ATF6, soit 

du RE des cellules tumorales pour accentuer et prolonger le SRE, afin que les capacités du RE soient 

 Différentes molécules ont été développées pour 

 

 

Stratégie 1   

 

 GSK2656157, un inhibiteur de la 

phosphorylation de PERK (Atkins et al. 2013). Elle possède une activité antiproliférative sur plusieurs 

lignées cellulaires cancéreuses, et un effet anti-tumoral in vivo démontré dans 3 modèles murins de 

tumeurs du pancréas et un modèle de myélome multiple. La molécule diminue le volume tumoral 

de 54 à 114% dans ces modèles. Ces effets corrèlent avec une densité vasculaire moindre et une 

perfusion de la tumeur plus faible té dans une étude clinique, sans 

pancréatiques exocrines et endocrines (dégénération et atrophie des acini pancréatiques, 

dégénération des îlots de Langerhans

(Atkins et al. 2013). 
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 Le salubrinal est un inhibiteur du complexe PP1/GADD34 qui déphosphoryle eIF2  (Boyce et 

al. 2005). Il 

In vitro, elle a démontré son efficacité en combinaison avec le bortezomib sur des cellules 

quiescentes de myélome multiple (Schewe et Aguirre-Ghiso 2009). Une étude de phase II explore 

actuellement son rôle dans le traitement du myélome multiple, en combinaison avec le carfilzomib, 

inhibiteur du protéasome (NCT01775553).  

B-109, supprime la progression de la 

leucémie lymphoïde chronique dans un modèle murin (Tang et al. 2014). STF-083010, une autre 

où elle inhibe la croissance de xénogreffes (Papandreou et al. 2011). La molécule MKC-3946 inhibe 

-

cutanées dans un modèle murin de myélome multiple RPMI 8226 (Mimura et al. 2012). 

Nous avons vu que BiP peut être exprimé à la surface des cellules cancéreuses, au contraire 

des cellules normales, ce qui en fait une cible idéale pour un traitement antitumoral (Arap et al. 

2004). Des inhibiteurs de BiP, qui suppriment son expression comme le DHA, ou sous forme 

la surface des cellules cancéreuses (PAT-SM6) sont respectivement en 

cours de phase II/III dans les tumeurs solides et en cours de phase I dans le myélome multiple (M. 

Wang et Kaufman 2014).  

arctigénine, principe actif de la plante Arctium lappa, permet  la réponse UPR lors 

-PERK, ATF4, CHOP et BiP  dans les cellules 

HT-29 de cancer du côlon. Cette molécule a démontré une activité anti-tumorale dans les 

xénogreffes de cancer du côlon, en supprimant la croissance tumorale (J.-Y. Kim et al. 2010). Une 

étude de phase I a été conduite chez des patients présentant un cancer du pancréas avancé et 

réfractaire à la gemcitabine (UMIN000005787 -01, 

Arctium lappa, traditionnellement utilisée dans la pharmacopée japonaise 

(Ikeda et al. 2016). Une étude de phase II (UMIN000010111

et la sécurité chez les patients atteints de tumeurs pancréatiques réfractaires à la gemcitabine.  
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Stratégie 2  

Le bortezomib est un inhibiteur du protéasome. Il engendre un arrêt de la dégradation des 

protéines par le protéasome, ce qui provoque une accumulation de protéines ubiquitinylées dans 

la 

cellules tumorales. 

FDA (Food and Drug Administration) dans le traitement du myélome multiple et du lymphome à 

cellules du manteau (Schewe et Aguirre-Ghiso 2009; Ri 2016). Il a été récemment montré que la 

lines, les pré-plasmoblastes 

(Leung-Hagesteijn et al. 2013). Cela montre que des cellules hautement sécrétrices répondront plus 

efficacement aux inhibiteurs du protéasome. u bortezomib 

sur des lignées de TNE humaines pancréatiques BON-1 et pulmonaires NCI-H727 (Larsson et al. 

2010). Ils démontrent que le bortezomib possède une activité cytotoxique in vitro avec une 

-3 après 48 heures de traitement. Une étude clinique 

gastro- onse objective (Shah et al. 2004).  

La molécule 4-PBA (acide 4-phenobutyrique ou phénylbutyrate de sodium) est un inhibiteur 

. Elle agit aussi en 

tant que protéine chaperon. Elle 

diminuer le SRE (Cortez et Sim 2014). Dans un modèle murin de diabète de type 2, cette molécule 

(diminution de la phos

n du RE (U. Ozcan et al. 2006). Elle 

(L.-Z. 

Li et al. 2012). De plus, l -

dans les cellules humaines de cancer du poumon H460. Le 4-PBA diminue le SRE provoqué par le 

cisplatine (Shi et al. 2016). -PBA est actuellement évaluée en combinaison avec le 5-

FU dans le cancer colorectal avancé (NCT00002796). 
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Tableau 6 :  

 Molécule Développement pharmaceutique 

Inhibiteur de la phosphorylation 
de PERK GSK2656157 Stade préclinique (tumeur du 

pancréas et myélome multiple) 

Inhibiteur du complexe 
PP1/GADD34 Salubrinal Phase II (myélome multiple) 

Inhibiteur 
endoribonucléas  

B-109 

 

STF-083010 

 

MKC-3946 

Stade préclinique (leucémie 
lymphoïde chronique) 

Stade préclinique (myélome 
multiple) 

Stade préclinique (myélome 
multiple) 

Inhibiteur de BiP 

DHA 

PAT-SM6 

Arctigénine (GSB-01) 

Phase II/III (tumeurs solides) 

Phase I (myélome multiple) 

Phase I (tumeur du pancréas) 

Inhibiteur du protéasome Bortezomib AMM myélome multiple et 
lymphome à cellules du manteau 

Protéine chaperon 4-PBA Phase I/II (cancer colorectal) 

 

 aussi être utilisées en association avec 

traitements anti-cancéreux, afin, par exemple, 

cellules cancéreuses aux autres thérapies.  

Dans des cellules de glioblastome humain résistant aux thérapies utilisant des virus 

oncolytiques (Maraba virus) accroit la sensibilité de ces cellules aux 

thérapies oncolytiques, in vitro et in vivo (Mahoney et al. 2011). Dans des cellules de myélome 

multiple, le MKC- ,  induite par le bortezomib. Cette 

combinaison déclenche une apoptose dépendante de la voie PERK/CHOP/caspase-3 et une 

inhibition de la croissance tumorale (Mimura et al. 2012).  

Les cellules hypoxiques sont beaucoup plus résistantes à la radiothérapie, car elles 

nécessitent presque 3 fois plus de temps de radiation que les cellules normoxiques pour mourir. 

Rouschop et al  contribue à la survie des 

cellules U373-MG de glioblastomes hypoxiques radio

 (Rouschop et al. 2013). 

 permettrait de rendre les cellules radiorésistantes plus sensibles 

irradiation.  
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 Ces traitements vont donc cibler les cellules qui subissent un SRE et qui une 

réponse UPR pour survivre. Nous avons vu que certaines cellules activent le SRE de manière 

physiologique, notamment les cellules hautement sécrétrices comme les cellules endocrines du 

pancréas. On peut donc supposer que ces molécules provoqueront des effets collatéraux dans ce 

type de cellules. Un nouveau composé nommé ISRIB bloque les effets de la phosphorylation 

 : il diminu  (Sidrauski 

et al. 2015)

pancréas (Halliday et al. 2015). /ATF4 par ISRIB comparé à 

celle de GSK2656157 peut expliquer absence de toxicité. Le traitement de cellules cancéreuses 

pancréatiques PANC-

connue pour activer la voie PERK/eIF2 /ATF4 dans ces cellules. Il permet également de diminuer la 

taille tumorale, en combinaison avec la gemcitabine, dans un modèle murin orthotopique utilisant 

les cellules PANC-1 (Palam et al. 2015).  

 

6.  

 

pour le traitement des NNE GEP. 

pancréatiques notamment. Ces deux voies de régulation cellulaire partagent des fonctions 

communes, comme la régulation de la synthèse protéique. Nous allons discuter ici de la relation qui 

 

 

6.1. mTORC1 et UPR 

  La voie mTORC1 et UPR permettent  la synthèse lipidique, 

 Par contre, ils , 

, la traduction protéique et la biogenèse des ribosomes, favorisées par mTORC1, 

 

(Appenzeller-Herzog et Hall 2012). L

 de mTORC1.  

Une activation constitutive de mTORC1 par la perte du complexe TSC1/2 (inhibiteur de 

mTORC1) dans les lignées cellulaires MEF et dans les tumeurs de souris ou humaines entraine un 
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(U. Ozcan et al. 2008). Cette activation pourrait être la conséquence  

mécanisme de protection de la cellule contre la synthèse protéique trop importante engendrée par 

. 

mieux documentée est IRE1/ASK1/JNK. Ozcan et al. ont démontré que la stimulation de la voie 

 dans les cellules déficientes 

pour TSC1/2. De plus, cette voie contribue au rétrocontrôle négatif de mTORC1 sur IRS1 et elle 

participe au développemen  En effet, il montre que la diminution du 

niveau de SRE grâce au 4-PBA 

 (U. Ozcan et al. 2008). -1E, il a aussi été 

démontré que la voie mTORC1 régulait la voie IRE1/ASK1/JNK dans des conditions de glucotoxicité 

et lipotoxicité e (Bachar et al. 2009). 

rapamycine, inhibiteur de mTOR, permet de diminuer la synthèse protéique médiée par mTORC1, 

mais aussi de diminuer le niveau de SRE . 

mTORC1 est augmentée, et donc le SRE, ont une plus grande sensibilité aux agents induisant un SRE 

(U. Ozcan et al. 2008). Cibler le SRE dans ces conditions où mTORC1 est dérégulée peut donc 

potentiellement être délétère pour les cellules tumorales.  

Nous avons vu que des interactions entre Rheb et mTORC1 sont nécessaires pour  

promouvoir la synthèse de protéines. et al. en 2015 a montré que Rheb peut aussi 

interagir avec la voie PERK/eIF2  tiver et inhiber la synthèse protéique (Tyagi et al. 2015). 

Dans cette étude menée sur les cellules HEK293 et MEF, sous condition de SRE induit par la 

tunicamycine, mTOR est inhibé et perd son interaction avec Rheb. Ce dernier se lie alors à PERK afin 

capacité à soit stimuler la synthèse protéique (via mTORC1) soit inhiber (via PERK). On sait par 

exemple que la phosphorylation de Rheb sur la sérine 130 par la kinase PRAK (p38-

regulated/activated kinase) (Zheng et al. 2011).  

t que le SRE peut activer la voie PI3K/Akt/mTORC1 (Di Nardo et al. 

2009; Y. Li et al. 2011). L et al

 négatif dans les cellules 

épithéliales tubulaires rénales de rat. 

de la voie IRE1-

rapamycine inhibe m
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la voie IRE1/JNK (Kato et al. 2012). de la voie IRE1/JNK 

constitutive de mTORC1 induit la mort cellulaire (Kang, Lu, et Guan 2011).  

vation de mTORC1 rtains cas est un facteur 

quiescentes de carcinomes épidermoïdes cutanés à la 

rapamycine et au stress nutritionnel (Schewe et Aguirre-Ghiso 2008). Dans ces cellules tumorales 

quiescentes, ATF6 induit la survie via  

dormantes deviennent alors sensibles à la rapamycine, qui entraine leur mort in vivo. Ainsi, ATF6 

est une voie de survie pour les cellules tumorales quiescentes et sa délétion rend les cellules 

sensibles à la rapamycine. 

 

urs conséquences pour la cellule sont 

différentes.  

 

6.2. mTORC2 et UPR 

I  

I  dans les cellules de foie de souris 

par la tunicamycine ou la thapsigargine entraine la phosphorylation de la sous-unité rictor 

(sérine1235) via la protéine GSK3  (glycogen synthase kinase- . Cette phosphorylation de 

mTORC2 empêche  (C.-H. Chen et al. 2011).  

induisait la  (Tenkerian et al. 2015). Dans les cellules MEF dont le gène pour 

TSC1/2 est muté, mTORC1 est constitutivement activé et Akt et mTORC2 sont inhibés (rétrocontrôle 

négatif). Dans ce contexte, il existe une augme  être diminuée 

par la réactivation apoptose en 

condition de SRE. Ainsi, la voie PERK/eIF2  est une importante voie de survie dans les conditions où 

Akt et mTORC2 sont inhibés. es cellules de fibrosarcome humain HT1080 traitées 

par des inhibiteurs de mTOR (rapamycine, Torin-2 ou KU0063794) on observe une augmentation de 

on de mTORC2. En effet, une délétion génétique de mTORC1 
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de PERK/eIF2 . On peut donc supposer que lorsque la voie mTORC1 est suractivée dans les cellules 

cancéreuses, la forte inhibition de mTORC2 et Akt due au rétrocontrôle négatif conduit à 

/eIF2

la survie car son inhibition par GSK2656157 augmente le pourcentage de mort cellulaire en 

condition de SRE induit par la thapsigargine (Tenkerian et al. 2015). 

De plus, une fraction significative de mTORC2 se trouve sur les membranes du RE et est 

affectée par la stimulation par des facteurs de croissance, ce qui pourrait faciliter les interactions 

(Boulbes, Shaiken, et Sarbassov 2011).  

 

la voie 

Actuellement, 

i données claires sur les effets de , qui 

pourront être soit bénéfiques soit délétères pour la cellule cancéreuse.  
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OBJECTIFS DU TRAVAIL 

 

Nous avons vu, dans une première partie, les progrès qui ont été faits dans le traitement des 

NNE GEP, notamment des TNE pancréatiques, grâce à  thérapies ciblées. Néanmoins, ces 

thérapies nduisent une stabilisation de la pathologie, et les cas de rémissions restent rares. 

Les résistances aux inhibiteurs de mTOR participent à la limitation de leur efficacité thérapeutique. 

Il est donc nécessaire de trouver de nouvelles pistes thérapeutiques pour ces tumeurs. 

Dans une deuxième partie, nous avons décrit 

thérapeutique dans le cancer, avec des résultats concluants sur le myélome multiple en particulier, 

et de nomb

pour le moment que les TNE pancréatiques.  

des patients atteints de NNE GEP. Nous avons utilisé deux lignées cellulaires de NNE gastro-

intestinaux (NNE GI), la lignée STC-1 et la lignée GluTag. La lignée STC-

(Rindi et al. 1990). Ces cellules conservent la capacité à sécréter différentes hormones, notamment 

le GLP (glucagon-like peptide), le GIP (gastric inhibitiory peptide), la somatostatine, la neurotensine, 

chez une souris  transgénique (GluTag). Elles sécrètent principalement le glucagon, le GLP et la 

cholécystokinine (Drucker et al. 1994). Ces deux lignées sont tumorigènes chez la souris nude 

(Pourreyron et al. 2008; Couderc et al. 2011). Les tumeurs développées par ces lignées chez la souris 

se rapprochent des CNE humains de par leur similarité architecturale, morphologique et leur forte 

capacité de prolifération (Bollard et al. 2013).  

 Nous avons étudié in vitro la voie mTOR, 

connue pour être activée dans ces cellules. Grâce à un modèle murin de développement 

métastatiques de NNE GI  la modulation de la réponse UPR sur le 

développement de métastases hépatiques in vivo les molécules pour 

traiter les NNE GI.  
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-intestinale, en cherchant à 

cibler un mécanisme pouvant être impliqué aussi bien dans la survie des cellules cancéreuses que 
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RESULTATS COMPLEMENTAIRES 

 

 

 

 mTOR inhibitors activate PERK signaling and favor viability of 

gastrointestinal neuroendocrine cell lines » montrent que les cellules de N

réponse à différents types de stress (pharmacologique ou métabolique). activation de 

 

-1 et GluTag, mise en 

évidence par le clivage de la caspase 3. Nous démontrons que des facteurs de stress comme la 

De 

façon surp

N -survie dans les NNE GI.  

développement des NNE GI et posent 

différentes questions : 

 -il constituer une nouvelle cible thérapeutique dans la lutte contre les NNE GI ? 

 contrôle-t-il la voie mTORC1 dans les cellules de NNE GI ? 

 Quel est le rôle de la voie PERK dans le développement tumoral et peut-on le cibler en 

particulier ? 

 

Je vais à présent vous présenter 

répondre à ces questions.  
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1. -IL ETRE UNE NOUVELLE CIBLE THERAPEUTIQUE DANS LA 

LUTTE CONTRE LES NNE GI ? 

1.1. -ils un impact sur la viabilité de cellules 

de NNE GI ? 

 

es menées dans les cellules de NNE GI STC-1 et GluTag, la 

thapsigargine, la tunicamycine ou la brefeldine A.  

Nous nous sommes demandé quels étaient les effets teurs 

-1 in vitro. Nous avons sélectionné cinq molécules 

 qui sont iques. Le 

GSK2656157 est un inhibiteur de la phosphorylation de PER décrite pour inhiber 

le salubrinal, un inhi , entraine 

. Le bortezomib, inhibiteur du protéasome, est actuellement 

utilisé pour le traitement du myélome multiple ou du lymphome à cellules du manteau et enfin le 

4-PBA inhibe le SRE grâce à son action de protéine chaperon de synthèse.   

des 

cellules STC-1 (Figure 12). 

58IPK. Enfin, 

Afin 

-PBA, 

nous avons induit un SR

exposant les cellules à 1 mM de glucose. Nous avons observé les effets du bortezomib dans les 

conditions de culture habituelles (25 mM glucose), car il induit le SRE de lui-même, par accumulation 

des protéines normalement éliminées par le protéasome dans la lumière du RE.  

STC-1 (Figure 13, 14 et 15). Ces résultats sont résumés dans le tableau 7.  

Lorsque le SRE est déclenché par la thapsigargine ou par la déplétion en glucose, le 

GSK2656157 
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 (Figure 12A). 

contraire, un SRE activé par la d

modifiée en présence de GSK2656157, ni celle de P58IPK, qui est exprimé lorsque la voie IRE1/XBP1 

 une légère augmentation du clivage de la caspase 3 lors de 

thapsigargine. Ce résultat est confirmé par la baisse légère, mais 

significative (9%, p<0,05) de viabilité quand les cellules sont en présence de GSK2656157 et de 

thapsigargine (Figure 13C). 
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Figure 12 : 

les cellules STC-1. 

A : Les cellules STC-1 sont cultivées pendant 48h dans le milieu de référence à 25 mM de glucose. Elles sont traitées 
ubrinal (Salub) à 860 nM. 8h 

érience, les cellules sont traitées par la thapsigargine (Tg, 300 nM), ou le changement de milieu 
 est 

évaluée par western- -tubuline sert de contrôle interne.  
B-C : Après 48h de culture, les cellules STC-1 sont traitées par le bortezomib à 30 nM pendant 8h (B) et 24h (C). 

-blot. Les protéines ont été chargées sur le même gel 
 

D : Les cellules STC-1 sont cultivées dans le milieu de référence contenant soit 25 mM glucose, soit 1 mM de glucose 
pendant 3 jours puis les cellules sont traitées par le 4-PBA à 100 μM pendant 24h. L

-
images ont été coupées et reconstit
Les expériences ont été conduites 3 fois. 
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Figure 13 : Impact des traitements GSK2656157, arctigénine et salubrinal sur la viabilité des cellules STC-1, soumises ou 

non à différentes conditions de SRE. 

A : Viabilité cellulaire évaluée par test MTT des cellules traitées avec la thapsigargine ou cultivée
glucose pendant 8h. 
B : Les cellules  pendant 24h puis la viabilité cellulaire est 
évaluée grâce au test MTT. 

les cellules sont traitées par la thapsigargine (300 nM) (C), ou le changement de 
 

Note : *, p<0,05 ; NS, non significatif. Les graphiques représentent la moyenne de 3 expériences (moyenne ± SEM). 
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La molécule arctigénine est un inhibiteur de SRE,  

P-

de P-  le clivage des caspases 9 et 3 dans les cellules HT-29 de cancer du côlon (J.-

Y. Kim et al. 2010). Dans les cellules STC-1 soumises au traitement par thapsigargine (Figure 12A), 

-PERK 

modifie pas celle de P58IPK. étant très forte dans la 

t  En 

condition de déplétion en glucose, u -PERK est observée alors 

-

-29. Elle ne modifie 

pas IPK et elle indu . Ce profil 

 En 

d p<0,05) (Figure 13B et C). En condition de SRE induit par la 

déplétion en glucose, la diminution de viabilité est plus importante (63%, p<0,05) (Figure 13D). 

Le salubrinal diminue la phosphorylation de PERK lors du traitement avec la thapsigargine 

 (Figure 12A). Il ne modifie pas la phosphorylation 

salubrinal ne modifie pas les expressions de BiP et de P58IPK lors du traitement thapsigargine, et les 

est également 

diférent selon le SRE appliqué. La viabilité est diminuée de 14% avec le traitement thapsigargine 

(p<0,05) alors que l

de viabilité de 37% (p<0,05).  

Le bortezomib  après 8h de traitement, car les états de 

phosphorylation de augmentés (Figure 12B)

de CHOP ni de caspase 3 clivée. est au contraire induite par le traitement. XBP1-

n de XBP1-u est fortement augmentée suite au traitement. 

On peut supposer que le traitement par bortezomib entraine une accumulation de XBP1-u car il ne 

peut plus être éliminé par la voie du protéasome (H. Yoshida et al. 2001). Après 24h de traitement, 

la caspase 3 (Figure 12C). On peut donc en conclure que les voies PERK et ATF6 sont activées par 

cette molécule, après 24h de tr
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évalué après 24h de traitement. On observe une baisse de la viabilité cellulaire de 22% (p<0,05) 

(Figure 14).  
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Figure 15 : Impact du traitement bortezomib sur la viabilité des cellules STC-1. 

Les cellules STC-1 sont cultivées pendant 48h en condition de culture normale puis traitées par différents 
concentrations de bortezomib (3, 10 ou 30 nM) pendant 24h. La viabilité cellulaire est évaluée grâce au test MTT. 
Note : *, p<0,05. Le graphique représente la moyenne de 3 expériences (moyenne ± SEM). 

Figure 14 : Impact du traitement 4-PBA sur la viabilité des cellules STC-1, soumises ou non à un SRE. 

A : Les cellules STC-1 sont cultivées pendant 48h puis traitées par le 4-PBA à 10, 100 ou 1000 μM pendant 24h. 
La viabilité cellulaire est évaluée grâce au test MTT.  
B : Les cellules STC-1 sont cultivées pendant 3 jours à 1 mM glucose, puis le traitement 4-PBA est ajouté au
milieu pendant 24h. La viabilité cellulaire est ensuite évaluée par le test MTT. Note : *, p<0,05. Les graphiques 
représentent la moyenne de 3 expériences (moyenne ± SEM). 
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4-PBA sur l

(25 mM de glucose) et dans des conditions de déplétion en glucose (1 mM de glucose) (Figure 12D). 

-PBA est contraire à ce qui est décrit dans la littérature : 

PERK est phosphorylé, la voie IRE1 est activée (splicing de XBP1) 

 alors que la caspase 3 est 

clivée après 24h de traitement. Cependant, c

24 heures. Une baisse de viabilité de 23% est en revanche observée à une dose dix fois plus forte 

(1000 μM) (p<0,05 ; Figure 15A). Lorsque le SRE est activé par la déplétion en glucose, la molécule 

4- iP et XBP1-s, 

 

clivage de la caspase 3, mais permet un gain de viabilité de 21% (p<0,05) (Figure 15B). 

in vitro, ces 

intérêt anti-

 complète 

après 8h de traitement. Néanmoins, cette molécule diminue la viabilité cellulaire après 24h de 

traitement. Au contraire, le salubrinal et le 4-

en fonction du type de SRE induit. 

 

Tableau 7 : Récapitulatif de l'effet des modulateurs de l'UPR sur les protéines de l'UPR et sur la viabilité cellulaire. 

 P-PERK P-  ATF4 CHOP Voie IRE1 BiP Viabilité 

GSK2656157    a = = b 

Arctigénine     =   

Salubrinal a = = = a a a 

Bortezomib = = = = = =  

4-PBAc  NA NA     

Note : NA, non analysé ; a, selon le type de SRE induit ; b, en présence de Tg ; c, en présence de SRE. 
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1.2. La modulation de la réponse UPR va -t-elle modifier le développement 

tumoral ? 

 Suite à ces résultats in vitro

développement tumoral in vivo. Peu de modèles de développement de NNE existent. Nous 

NE GI et de ses 

métastases hépatiques.  

 

1.2.1. Présentation du modèle 

métastatique de NNE GI greffe est utilisé au laboratoire. Les cellules 

tumorales STC-1 sont injectées dans la rate de souris athymiques, permettant le développement 

, puis la dissémination des cellules tumorales via le 

système porte. Des cellules migrent ensuite vers le foie où elles développent des nodules 

intrahépatiques, « mimant » les métastases hépatiques rencontrées chez le patient (Figure 16) 

(Pourreyron et al. 2008). 

Ce modèle a été utilisé au laboratoire avec différentes lignées de tumeurs neuroendocrines, 

notamment les cellules STC-1 et GluTag, ainsi que les lignées pancréatiques INS 1E et INS R3, pour 

- (Bollard et al. 2013; Couderc et al. 2011). Ce 

modèle reproduit le syndrome carcinoïde lors de son utilisation avec la lignée neuroendocrine 

pancréatique humaine BON, et reproduit également les atteintes cardiaques associées observées 

chez les patients (Musunuru et al. 2005).  

Une semaine a -splénique des cellules STC-1, les traitements sont 

administrés pendant 14 jours (Tableau 8). Nous avons également traité les souris avec la molécule 

-tumoral des modulateurs du SRE à celui 

du RAD001 qui est bien décrit (Bollard et al. 2013). A la fin du traitement, les souris sont mises à 

mort, la rate et le foie sont prélevés et fixés dans du formol. Le foie est ensuite inclus en paraffine 

(hématoxyline-phloxine-safran) afin de différencier le tissu hépatique sain du tissu tumoral (Figure 

17). Les   
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Tableau 8 : Modulateurs de l'UPR administrés aux souris, posologies et modes d'administration. 

 

Molécule Dose  

GSK2656157 5 x 100 mg/kg/semaine Per os 

Salubrinal 5 x 1,5 mg/kg/semaine Injection intra-péritonéale 

Arctigénine 5 x 50 μg/kg/semaine Injection intra-péritonéale 

Bortezomib 2 x 1 mg/kg/semaine Injection intra-péritonéale 

4-PBA 5 x 250 mg/kg/semaine Per os 

RAD001 5 x 1,5 mg/kg/semaine Injection intra-péritonéale 

Figure 16 : Schéma du modèle de dissémination métastatique de TNE dans des souris athymiques. 

Les cellules STC-1 sont cultivées et amplifiées dans les conditions normales de culture. Elles sont injectées dans la rate 
de souris athymiques de 6 semaines, où elles développent une tumeur solide primaire, et se disséminen
foie par la veine porte, où elles développent des nodules intrahépatiques, mimant les métastases des patients. 

 

Figure 17 : Coupe histologique de foie de souris non traitée montrant les nodules intrahépatiques de cellules STC-1. 

Grossissement x400. 
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1.2.2. Résultats 

Existe-t-il un SRE au sein des nodules intrahépatiques ? 

patiques des 

souris allogreffées. Nous avons utilisé 2 marqueurs, GLUT1 et BiP. GLUT1 est un transporteur du 

(Boado 

et Pardridge 1993; Stein et al. 1995). C

modèle murin de TNE pancréatique (RIP1Tag2) (Allen et al. 2016). La protéine chaperon BiP est 

 . 

 La figure 18 montre que le marqueur GLUT1 est exprimé dans les nodules, et que ce 

marquage est central, suggérant un appauvrissement en nutriments et en oxygène de manière plus 

importante au centre du nodule. La protéine BiP est aussi exprimée au sein des nodules, mais ce 

marquage est plus diffus et il ne colocalise pas avec le marquage GLUT1 (Figure 18). Ces résultats 

suggèrent que les cellules tumorales sont soumises à un SRE, suite à un appauvrissement en glucose 
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Figure 18 : Marquage GLUT1 et BiP sur coupe histologique de foie de souris allogreffées avec les cellules STC-1. 

Les cellules STC-1 sont injectées dans la rate de souris athymiques où elles développent une tumeur solide primaire puis 
se disséminent j  elles développent des nodules intrahépatiques. Les 

BiP.  
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Quel est l

intrahépatiques ? 

Les souris allogreffées ont été traitées avec les 5 molécules évaluées in vitro, 

-PBA (Figure 19). Du NaCl est injecté 

aux souris du groupe contrôle. La moyenne des surfaces tumorales hépatiques de chaque groupe 

rapportées aux surfaces hépatiques totales est évaluée. 

10,1 ± 1,0 % pour le groupe contrôle. Le RAD001 possède un fort effet anti-tumoral, conformément 

à ce qui a été décrit (Bollard et al. 2013) avec une surface tumorale de 0,7 ± 0,3 % (p<0.001). La 

surface tumorale hépatique pour les souris traitées avec le 

à 5,1 ± 1,3 % (p<0.01). Les molécules bortezomib et 4-PBA entrainent la plus forte inhibition de la 

croissance tumorale avec une surface tumorale de 1,7 ± 1,1 % (p<0.01) et de 2,4 ± 0,8 % (p<0.001) 

surface tumorale de 4,2 ± 2,8 % (p

 

Ces résultats montrent de façon paradoxale que des molécules qui activent un SRE 

(bortezomib, arctigénine), ou qu -PBA, GSK2656157) peuvent inhiber le 

développement des nodules intrahépatiques. 

nos 

 NNE GI

nodules intrahépatiques, par le GSK2656157 diminue la croissance tumorale. Nous confirmons in 

vivo le potentiel anti-

opposés suivant le SRE induit in vitro, le 4-PBA inhibe fortement la croissance tumorale dans ce 

modèle murin.  
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Figure 19 : le développement des nodules intrahépatiques après injection 

intrasplénique de cellules STC-1. 

Les cellules STC-1 sont injectées dans la rate de souris athymiques. Après une semaine, les souris sont traitées avec les 
molécules suivantes. GSK2656157 : gavage à 100 mg/kg/jour, 5 jours sur 7 (n=11), salubrinal : injection intrapéritonéale 
(IP) à 1,5 mg/kg/jour, 5 jours sur 7 (n=5), arctigénine : injection IP à 50 μg/kg/jour, 5 jours sur 7 (n=6), bortezomib : 
injection IP à 1 mg/kg/jour, 5 jours sur 7 (n=5), 4-PBA : gavage à 250 mg/kg 2 fois par semaine (n=6), RAD001 : injection 
IP à 1,5 mg/kg/jour, 5 jours sur 7 (n=10). A bout de 14 jours de traitement, les souris sont sacréfiées et les foies prélevés 
pour évaluer la surface tumorale sur coupe histologi  : *, p<0,05 ; **, p<0,01 
; ***, p<0,001 ; NS, non significatif. 
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2. CONTROLE-T-IL LA VOIE MTORC1 DANS LES CELLULES DE NNE 

GI ? 

 

 mTORC1, par la 

phosphorylation des effecteurs p70S6K1 et 4E-

Oncotarget). Nous nous sommes demandés 

avons donc traité les cellules STC-1 avec la molécule 4-

cellules sont en condition de SRE induit par la déplétion en glucose (Figure 12C). Dans les conditions 

de déplétion en glucose, on observe la suractivation de la voie mTORC1 (Figure 3C de notre article).  

Le traitement des cellules après 3 jours de déplétion en glucose avec le 4-PBA pendant 24h 

diminue la phosphorylation de p70S6K1, démontrant 

mTORC1,  (Figure 20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Effet de la molécule 4-PBA sur un des effecteurs de la voie mTOR p70S6K1. 

Les cellules STC-1 sont cultivées dans le milieu de référence contenant 1 mM de glucose pendant 3 jours puis les cellules 
sont traitées par le 4-PBA à 100 μM pendant 24h. L xpression de phospho-p70S6K1 et de la forme totale p70S6K1 est 
analysée par western-blot. Les expériences ont été conduites 3 fois.  
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3. QUEL EST LE ROLE DE LA VOIE PERK DANS LE DEVELOPPEMENT 

TUMORAL ET PEUT-ON LA CIBLER ? 

  

Les  « mTOR inhibitors activate PERK signaling and favor viability of 

gastrointestinal neuroendocrine cell lines » 

e 6 ). Suite à ces résultats 

démontrant le potentiel pro-survie de PERK, les questions suivantes se sont posées : 

 La co-inhibition de la voie mTOR et de la voie PERK est-elle bénéfique in vivo également ? 

 Confirme-t- -survie de PER

voie ? 

 

3.1. -elle bénéfique in 

vivo  ? 

Nous avons conduit une expérience in vivo  modèle de dissémination métastatique 

de NNE GI, présenté dans la partie Résultats 1.2.1. Les résultats sont présentés Figure 21.  

 -splénique des cellules STC-1, 

 : inhibition de mTOR 

par le RAD001. Connaissant le puissant effet du RAD001 sur la croissance tumorale, il a été 

administré à 2 pososlogies différentes

le GSK2656157. La plus forte dose de RAD001 diminue fortement la surface tumorale : 0,7 ± 0,3 % 

(p<0,001), comparé au contrôle dont la surface tumorale est de 10,1 ± 1,0 %. Le traitement des 

souris avec une dose 2 fois inférieures de RAD001 (0,75 mg/kg/jour) entraine une diminution 

rale (3,1 ± 1,0 % ; p

GSK2656157 provoque une baisse de 50% de la surface tumorale (5,1 ± 

et anti-

tumoral synergique comparé à celui de RAD001 administré seul. La surface tumorale moyenne passe 

de 0,8 ± 0,3 % à 2,4 ± 1,1 % pour ± 1,0 % à 

2,9 ± faible de RAD001. 
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Figure 21 : 

le développement des nodules intrahépatiques après injection intrasplénique de cellules STC-1. 

Les cellules STC-1 sont injectées dans la rate de souris athymiques. Après une semaine, les souris sont traitées avec 
les molécules suivantes.RAD 1,5 : injection IP à 1,5 mg/kg/jour, 5 jours sur 7 (n=10), RAD 0,75 : injection IP à 0,75 
mg/kg/jour, 5 jours sur 7 (n=5), GSK : gavage de GSK2656157 à 100 mg/kg/jour, 5 jours sur 7 (n=11), 
RAD1,5+GSK (n=5), RAD0,75+GSK (n=5)

 : a, p<0,001 ; b et **, p<0.01 ; NS, non significatif. 
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3.2. Confirme-t- -survie de la voie PERK ? 

3.2.1. Inhiber PERK grâce à une seconde méthode non pharmacologique 

entraine-t-il une diminution de la viabilité cellulaire ?  

Suite aux résultats publiés dans notre article,  démontrant le rôle pro-survie de la voie PERK 

dans les cellules de NNE GI traitées par un inhibiteur de mTOR, nous avons voulu confirmer ce rôle 

ation de gène CRISPR-Cas9 

(Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats-CRISPR associated protein 9). 

 

Présentation de la méthode CRIPSR-Cas9 

Afin de générer un modèle cellulaire déficient pour le gène codant pour la protéine PERK, 

nous avons utilisé la technique CRISPR-Cas9. Pour cela, nous avons choisi un ARN guide, permettant 

de cibler le gène codant pour la protéine PERK, eif2aK3. 

eif2aK3 ont été choisies dans la banque GeCKO puis achetées à la société Integrated DNA 

Technologies (Leuven, Belgique). Les séquences choisies sont les suivantes : 

CACCGCATGGAGGCCGTCCCCTTCA et AAACTGAAGGGGACGGCCTCCATGC. Ces séquences ont été 

hybridées puis liées au plasmide lentiCRISPR v2 (offert par Dr Feng Zhang, #52961, Addgene, 

Cambridge, Massachussets) (Sanjana, Shalem, et Zhang 2014) au niveau du site de restriction BsmBI, 

conformément au protocole fourni par GeCKO (GeCKO Target Guide Sequence Cloning Protocol) 

(Figure 22). Il en résulte un plasmide lentiCRISPR v2-PERK, que nous amplifions ensuite grâce aux 

bactéries Stbl3 (Thermo-Fisher).  

Le plasmide est ensuite purifié grâce au kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen, Hilden, 

Allemagne). Les cellules STC-1 sont transfectées avec le plasmide lentiCRISPR v2-  

ommandé par le fournisseur. La 

sélection des clones cellulaires ayant intégrés le plasmide est effectuée grâce à 

puromycine (10 μg/mL, 72 heures) ajouté 

heures en présence de puromycine, le milieu est remplacé par du milieu de culture habituellement 

utilisé (DMEM 5% SVF, 100 UI/mL de pénicilline + 100 μg/mL de streptomycine). Les clones sont 

ensuite sélectionnés et repiqués en plaque 96 puits afin de favoriser leur croissance. A confluence, 

les cellules sont ensemencées dans une plaque 48 puits et ainsi de suite en augmentant la surface 

des puits afin de les amplifier. Les clones choisis pour mener les expériences sont sélectionnés en 

recherchant par western-blot l de la voie PERK. 
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Figure 22 : Schéma du plasmide lentiCRISPRv2 (#52961, Addgene). 

Figure 23 : -1 PERK+/+ et PERK-/-. 

Les cellules sont traitées ou non avec la thapsigargine (Tg, 300 nM) 
voie PERK est analysée par western-blot. -tubuline est le contrôle interne. 
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Résultats 

Nous avons sélectionné un clone, appelé PERK-/- 

est absente (Figure 23). 

de la voie PERK dans les cellules PERK-/-

PERK, 

PERK+/+, 

démontrée par la phosphorylation de la protéine eIF2  et la nette augmenta

de viabilité par tests MTT sur ce clone.  

Dans un premier temps, nous avons soumis les cellules PERK+/+ et les cellules PERK-/- à la 

déplétion en glucose du milieu (1 mM versus 25 mM de glucose) pendant 24 et 48 heures, afin 

Figure 24). La 

déplétion en glucose entraine une diminution de la viabilité cellulaire de 38,4% et de 31,6% pour les 

cellules PERK+/+ après 24 et 48 heures respectivement augmente cette perte 

de viabilité de 36,4% et 52,2% après 24 et 48h de déplétion respectivement (p<0,05).  

Dans un second temps, nous avons éva e pendant 24h 

sur la viabilité cellulaire dans des conditions de culture habituelles (25 mM glucose) 

déplétion en glucose (1 mM glucose) (Figure 25). En condition de culture cellulaire normale et en 

PERK+/+. Dans les 

mêmes conditions, les cellules PERK-/- présentent une viabilité cellulaire de 54,7%, soit une baisse 

nviron 20%. En condition de stress, induit ici par la déplétion en glucose pendant 24 heures, les 

cellules souches présentent une viabilité de 69,2% en présence de rapamycine, et les cellules PERK-

/- une viabilité de 46,0%, soit une chute de 23%. 

Ces expér -

survie de PERK dans les cellules STC-

- un traitement à la 

   

PERK-/-. 

  



138 
 

 

 

 

 

PERK+/+ PERK-/- PERK+/+ PERK-/-
0

20

40

60

80

100

125Glucose (mM)

Rapamycin + + + +

C
el

l v
ia

bi
lit

y 
(%

 o
f c

on
tr

ol
)

Figure 24 : -1 en condition de SRE. 

Les cellules STC-1 PERK+/+ et PERK-/- sont cultivées dans les conditions de culture habituelles (contrôle) ou sont 
soumises à une déplétion en glucose (1 mM glucose) pendant 24h (A) et 48h (B). La viabilité cellulaire est évaluée 
grâce au test MTT et elle est représentée ici comme le ratio de la densité optique (DO) de la condition donnée 
par rapport à la DO de la condition contrôle (cellules PERK+/+ ou PERK-/- cultivées à 25 mM de glucose). Note : *, 
p<0,05. Les graphiques représentent la moyenne de 3 expériences (moyenne ± SEM). 

Figure 25 : -1 en présence de rapamycine avec ou 

sans condition de SRE. 

Les cellules STC-1 PERK+/+ et PERK-/- sont cultivées dans les conditions de culture habituelles (contrôle) pendant 48h 
puis elles sont traitées à la rapamycine (10 nM) pendant 24h, en présence de glucose (25 mM glucose) ou en 
condition de déplétion en glucose (1 mM glucose). La viabilité cellulaire est évaluée grâce au test MTT et elle est 
représentée ici comme le ratio de la densité optique (DO) de la condition donnée par rapport à la DO de la condition 
contrôle (cellules PERK+/+ ou PERK-/- cultivées à 25 mM de glucose sans rapamycine) 
Les graphiques représentent la moyenne de 3 expériences (moyenne ± SEM). 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
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vue morphologique, prolifératif et évolutif. Nous avons vu que la classification OMS de 2010 

distingue 3 grades tumoraux qui possèdent leurs spécificités propres. La prise en charge et le 

traitement de chacun des 3 grades se font en fonction de leur particularité.  

Ces dernières années, thérapies ciblées a changé le devenir de 

nombreux types de cancer

la prise en charge des TNE pancréatiques progressives, non résécables ou métastatiques. Il est 

également autorisé pour la prise en charge des TNE progressives, non résécables ou métastatiques 

-intestinale ou pulmonaire par la FDA. Les essais précliniques menés dans les 

modèles in vitro et in vivo de NNE GI (Couderc et 

al. 2011; Bollard et al. 2013). D

 (NCT02113800 et NCT02248012). Ces données 

suggèrent que ces thérapies pourraient être utilisées en seconde ligne, voire en association au 

traitement de référence des CNE.  

Néanmoins, des absences de réponses, des rechutes post-traitements ou des phénomènes 

de résistance à ces thérapies sont observés. La compréhension des mécanismes de résistance et la 

recherche de nouvelles cibles pour le traitement des NNE GEP sont nécessaires.  

 la réponse UPR 

dans un modèle cellulaire de NNE GI

modèle de dissémination métastatique, 

thérapeutique. Nous avons également étudié la réponse UPR lors du traitement par inhibiteurs de 

mTOR et analysé si  existe dans les cellules de NNE GI. 

Dans cette dernière partie du manuscrit, nous discutons des résultats et des perspectives qui 

découlent de ces travaux. 

 

Les facteurs de SRE dans les NNE GI 

nutriments et la di e mauvaise vascularisation 

architecture vasculaire immature des tumeurs. Nous avons donc recherché la présence de 

facteurs de SRE dans le modèle murin de dissémination métastatique de NNE GI. GLUT1 a été décrit 
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comme un marqueur des zones hypoxiques tumorales dans un modèle murin de TNE pancréatique 

(RIP1Tag2) (Allen et al. 2016). Le marquage GLUT1 central que nous observons au sein des nodules 

suggère la présence de zones hypoxiques et/ou appauvries en glucose. Ces résultats corrèlent avec 

et al., qui a démontré que de larges vaisseaux péri-tumoraux et un réseau 

vasculaire immature central se trouvent dans les nodules intrahépatiques du même modèle murin 

(Pourreyron et al. 2008)  marqueur de la réponse UPR, est plus diffuse et ne 

GLUT1. Cela suggère que son expression dépend plus des 

Néanmoins, il est nécessaire de  

intrahépatiques  3  

 

 

cellules -

la kinase PERK es  syndrome de Wolcott-

diabète juvénile (Delépine et al. 2000). Les souris invalidées pour le gène PERK développent dès les 

premières semaines de vie un diabète, dû à la destruction des cellules  du pancréas (Harding et al. 

2001). Il a été démontré que la survie des cellules -pancréatiques, la synthèse et la sécrétion 

(Hartley et al. 2010; D. Feng et al. 2009; J. Y. Chan et 

al. 2015) et al. ont démontré que PERK jouait un rôle 

(Gupta, 

McGrath, et Cavener 2009). 

GI. Parmi les 

lignées cellulaires disponibles au laboratoire, les cellules STC-1 et GluTag présentent une activation 

de la voie mTORC1 (Couderc et al. 2011)

(Appenzeller-Herzog et Hall 2012), et de par leur forte capacité de synthèse et sécrétion 

d 2 lignées. 

en réponse à 2 facteurs de SRE : la déplétion en 

2 lignées activent les 3  
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-

 car seules les voies PERK et ATF6 sont 

induites, et cette activation n de CHOP et de la caspase 3 clivée. Les 

cellules STC-  La 

que la réponse U  

déterminant 

progression tumorale (Bobrovnikova-Marjon et al. 2010), et des molécules spécifiques inhibitrices 

de sa phosphorylation sont en essai préclinique. Nous avons donc étudié 

cette voie sur la viabilité cellulaire par inactivation du gène codant pour PERK, puis nous avons 

métastatique de NNE GI.  

 Suite à nactivation du gène codant pour PERK dans les cellules STC-1, nous confirmons le 

rôle pro- in vitro. Cela corrèle avec 

les données de la littérature, qui montrent que la délétion de PERK ou de ses effecteurs ATF4 ou 

du  sur la sérine 51, entrainent une 

diminution de la survie cellulaire suite à un SRE  (Cullinan et al. 2003; 

Bi et al. 2005; Jiangbin Ye et al. 2010)

, en soumettant les cellules STC-1 PERK-/- aux conditions 

hypoxiques

 durant 24 heures 

intense ou trop long.  

 

facteurs de stress est nécessaire pour comprendre leurs rôles respectifs dans la survie cellulaire.  

 Pour étudier 

dans le modèle de dissémination métastatique de NNE GI, nous avons traité les souris avec la 

molécule GSK2656157 puis évalué la surface tumorale hépatique. Les résultats montrent que cette 

molécule réduit le développement des nodules intrahépatiques. In vitro, GSK2656157 ne diminue 

ne. in vitro et 

in vivo pour cette 
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tumoral et la réponse de la tumeur aux stimuli induits par le microenvironnement. Les expériences 

in vivo sont menées sur des souris athymiques. Les effets des molécules sur la croissance tumorale 

 médiée par les lymphocytes T matures. On peut 

 

Ces résultats montrent que la voie PERK est impliquée dans le développement et la 

croissance des nodules intrahépatiques dans le modèle murin de NNE GI. Dans un modèle murin de 

cancer du sein, la délétion du gène codant PERK entraîne un retard dans la croissance tumorale et 

mes proposé est le dommage oxydatif causé à 

 (Bobrovnikova-

Marjon et al. 2010). Dans le modèle de dissémination métastatique, il serait intéressant 

e cellules STC-

1 PERK-/- ; 2)  PERK entre en jeu. Cet 

aspect pourra être étudié grâce au modèle murin de greffe orthotopique caecale de NNE, décrit par 

Poncet et al. 

dissémination ganglionnaire et hépatique (Poncet et al. 2009). 

 

est retrouvée dans le tissu tumoral comparé au tissu sain (Klieser et al. 2015). Nous prévoyons 

de TNE pancréatiques et gastro-

 

peut être un facteur pronostique. 

 

NNE GI.  
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L  comme nouvelle cible dans le traitement des NNE GI 

-tumorale in vivo de 4 autres molécules modulatrices de 

et le 4-PBA.  

 Une grande disparité des résultats sur les souris traitées avec le salubrinal est observée. Les 

résultats in vitro montrent que le salubrinal entraine la mort des cellules traitées à la thapsigargine, 

in vivo 

p u sein même des nodules peuvent exister différents 

variabilité intra-individuelle. , une variabilité interindividuelle de la vitesse de 

développement des nodules peut aussi exister entre chaque souris du même groupe.  

 , par 

un SRE induit par la thapsigargine ou la déplétion en glucose). Elle montre aussi un effet anti-tumoral 

in vivo. Cependant, cette molécule, décrite pour inhiber -PERK, ATF4, CHOP et BiP 

-29 de cancer du côlon (J.-Y. Kim et al. 2010) 

-1. Elle inhibe effectivement la 

phosphorylati

-

cellules de cancer du côlon. 

 et GCN2. 

  

 La molécule bortezomib inhibe le protéasome après 8 heures de traitement, sans induction 

des trois . Au contraire, après 24h de traitement, le bortezomib induit la 

voie PERK et la voie La diminution de la viabilité cellulaire observée 

après 24 heures de traitement corrèle avec la mise en évidence du clivage de la caspase 3. 

Administrée chez la souris, cette molécule diminue également la croissance des nodules 

intrahépatiques. 

 La molécule 4-PBA entraine in vitro 

la déplétion en glucose protège la cellule. In vivo, le 4-PBA inhibe la 
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croissance des nodules intrahépatiques dans le modèle de dissémination métastatique. Son effet 

 

 in vivo

exemple de marquages immunohistochimiques des nodules des souris traitées. Cela permettra de 

sein des tumeurs humaines. De plus, certains groupes de souris ne contenaient que 5 ou 6 souris, 

nombre de souris.   

Des molécules connues pour diminuer le niveau de SRE comme le 4-PBA ou le GSK2656157 

sont anti-tumorales dans le modèle de dissémination métastatique. Paradoxalement, nous 

démontrons aussi que des molécules induisant un SRE comme le bortezomib ou ont un 

effet anti-tumoral ti-

L  

n 

transcription NF-

nombreux types tumoraux, dont les cellules de myélome multiple (Mitsiades et al. 2002). 

 , qui différent selon le type 

HepG2 (Lu et al. 2015) 0/G1 des 

poumon (Susanti et al. 2013) 

CT26.WT (Gu et al. 2013).  

Les résultats paradoxaux de nos expériences in vivo, démontrant un effet anti-tumoral pour 

le  off-target » de 

certaines molécules. De plus, ces résultats peuvent être la conséquence de la dualité fonctionnelle 

car il peut favoriser 

aussi bien la survie que 

un facteur à prendre en compte : l

utre.  

Ces molécules peuvent aussi agir sur les cellules du microenvironnement tumoral, comme 
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ela explique aussi les différences 

entre les expériences menées in vitro et in vivo.  

est une réponse dynamique à un état de stress. Selon le stade de développement, il peut favoriser 

effet différent suivant le moment où elle a été administrée. 

  

-

«  » afin de caractériser son activation trouve tout son sens ici. Un 

choix devra être fait, sans doute au cas par ca

au début de la tumorigenèse, ou au contraire la suractivation du SRE déjà présent dans une tumeur 

  

 

ance aux thérapies ciblant mTOR 

L e, entre autre, sur son interaction avec 

au cours 

du SRE. Des études de notre équipe ont démontré que la voie mTOR est activée in vitro et in vivo 

dans les modèles de NNE GI et que les inhibiteurs de mTOR rapamycine et évérolimus inhibent la 

prolifération cellulaire et ont un effet anti-tumoral in vivo (Couderc et al. 2011; Bollard et al. 2013). 

Cette voie est également activée chez les patients atteints de CNE (Catena et al. 2011) et une forte 

st corrélée à une survie plus courte (Maximilian 

Heetfeld et al. 2013). 

 Au cours de nos travaux, nous 

Connaissant la dualité de la réponse UPR

dans le contexte de résistance aux inhibiteurs de mTOR

inhibiteurs de mTOR. Des données de la littérature ont démontré que la voie mTOR pouvait agir en 

interaction peut être bénéfique pour la cellule 

permet de diminuer la synthèse protéique et le SRE dans les cellules MEF (U. Ozcan et al. 2008). 
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Figure 26 : Schéma récapitulatif de l'activation de l'UPR et de la voie mTOR dans les cellules des NNE GI. 
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Elle peut aussi être délétère 

au rétrocontrôle négatif de S6K1 sur IRS-1 active sélectivement la voie 

 dans les cellules tubulaires rénales NRK-52E (Kato et al. 2012; Bachar 

et al. 2009).  

Dans les lignées cellulaires de NNE GI, nos résultats montrent que la voie mTORC1 est activée 

déplétion en glucose, les voies PERK et ATF6 sont activées, ainsi que la voie mTORC1. En situation 

 PERK, ATF6 et IRE1 sont activées, tout comme mTORC1. Ces stress 

ie mTORC1 dans les cellules de NNE GI, 

(Laplante et 

Sabatini 2012). Ces résultats ont été confirmés sur les lignées de TNE pancréatiques INS-1E et 

RINm5F (article en cours de rédaction).  

t activés dans 

les cellules de NNE GI (Figure 26). Kato et al. ont démontré que le SRE induit par la thapsigargine 

-52E (Kato et al. 2012). Ils 

 une autre 

MEF (U. Ozcan et al. 2008). Dans les cellules de NNE GI, le traitement par le 4-PBA, un inhibiteur de 

 dans les cellules de NNE GI (Figure 26).  

la voie 

cellules de NNE GI avec différents inhibiteurs de mTOR. Ozcan et al. démontre que le traitement des 

les cellules MEF (U. Ozcan et al. 2008)  de Kato et al. montre que la rapamycine diminue 

sélectiveme  nos résultats montrent que 

les inhibiteurs de mTOR activent préférentiellement la voie PERK dans les lignées cellulaires STC-1 

et GluTag (Figure 26). Les résultats de Tenkerian et al. 

suite au traitement par rapamycine des cellules MEF et des cellules de fibrosarcomes humains 

HT1080 (Tenkerian et al. 2015). Cette augmentation était indépendante de mTORC1 mais dépendait 

de e mTORC2 et favorisait la survie cellulaire. Dans les cellules STC-1,  nous observons 

rapide de la voie PERK par la rapamycine, dès 20 minutes de traitement, lorsque la 
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rapamycine cible mTORC1. Cet effet est maintenu jusque 24 heures de traitement, temps pour 

lequel la rapamycine peut également inhiber mTORC2 (Dos D. Sarbassov et al. 2006). De plus, le 

traitement des cellules STC-1 avec les inhibiteurs 

et mTORC2, PP242 (M. E. Feldman et al. 2009) et WYE125132 (Yu et al. 2010) activent rapidement 

la voie PERK, ainsi que GSK2126458, inhibiteur de la PI3K et de mTORC1/C2 (Knight et al. 2010). Ces 

r quel complexe de mTOR est 

utilisant des siARN ou shARN contre une protéine spécifique de chaque complexe, par exemple 

RAPTOR pour mTORC1 et RICTOR pour mTORC2, pourrait répondre à cette question. Un autre 

mécanisme a été proposé par Tyagi et al. : une nouvelle interaction entre Rheb et PERK consécutive 

(Tyagi et al. 2015)

technique de co-immunoprécipitation, pour des cellules traitées avec la rapamycine et non traitées. 

Dans les cellules STC- activation de la voie PERK est en faveur 

de la survie cellulaire, car son inhibition pharmacologique diminue la viabilité des cellules STC-1 

traitées par la rapamycine. Afin de confirmer ce résultat, nous avons généré un clone cellulaire STC-

observons une tendance à la diminution de la viabilité dans les cellules PERK-/- comparées aux 

cellules souches traitées par la rapamycine. Des expériences sont en cours afin de valider ce résultat. 

dans les lignées de TNE p

inhibiteurs de mTOR pourrait constituer une voie de résistance aux inhibiteurs de mTOR. Nous nous 

sommes alors demandés si le développement métastatique dans le modèle murin de NNE GI était 

Nous avons co-traité 

g/jour a démontré son important 

effet anti-tumoral dans le même modèle murin que notre étude (Bollard et al. 2013). Nous avons 

choisi une dose moitié moindre à 0,75 mg/kg/jour afin de mettre en évidence plus facilement une 

ssociation GSK2656157/éverolimus, aux 2 posologies administrées. Néanmoins,  compte-tenu du 

faible nombre de souris dans certains groupes, cette expérience doit être confirmée sur un plus 
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ont été administrés au même moment, contrairement aux études in vitro où les cellules sont 

-

ent être plus appropriés pour observer l

synergique.  

La voie PERK est fortement activée lors du traitement par les inhibiteurs de mTOR. Afin 

, nous avons prévu 

des échantillons tumoraux de patients atteints de 

 3 

voies dans les 2 groupes de patients. Les résultats de cette expérience nous permettraient 

entre les 2 groupes

de la voie PERK suite au traitement. Savoir si cette activation serait plutôt pro- ou anti-tumorale 

modèle tumoraux reproduisant la tumeur humaine de manière imparfaite.   

par évérolimus, nous pourrions 3 séries de 

patients : les patients répondeurs, les patients non répondeurs et les patients avec échappement 

thérapeu

it 

constituer un marqueur prédictif de réponse au traitement par inhibiteur de mTOR. 

 

TNE gastro-intestinales et pulmonaires, progressives et non fonctionnelles. Des études cliniques 

de développer des marqueurs prédictifs de réponses aux thérapies ciblées, pour sélectionner les 

patients « répondeurs » et ainsi privilégier un autre traitement pour les patients « non 

répondeurs ».  
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des NNE GEP. Grâce au développement de petites molécules ciblant spécifiquement les voies de 

cependant encore confirmer leurs effets anti-

voie PERK. Si ces résultats se confirment au sein des NNE GEP humaines, ils permettront le 

développement de nouvelles associations thérapeutiques.  
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1SCIENTIFIC REPORTS

Prognostic factors in 
neuroendocrine carcinoma: 
biological markers are more useful 
than histomorphological markers
Patricia Freis , , , Emmanuelle Graillot , Pascal Rousset , Valérie Hervieu , 
Laurence Chardon , Catherine Lombard-Bohas  & Thomas Walter ,

Gastroenteropancreatic neuroendocrine carcinomas (GEP-NEC) are a very aggressive type of cancer, for 
which prognostic factors are lacking. We analysed clinical and histomorphological prognostic markers 
of overall survival (OS), completed with a record of biological and haematological data of patients 

≥

≥

p = p =

p <

patients for clinical trials.

Gastroenteropancreatic neuroendocrine carcinomas (GEP-NEC) represent less than 1% of digestive cancers and 
7 to 21% of neuroendocrine neoplasms1. In the 2010 World Health Organisation (WHO) classification, NEC 
are defined as poorly differentiated tumours, with small or large cells, expressing neuroendocrine markers chro-
mogranin A (CgA) and synaptophysin, and with a high proliferative index (grade 3 with a Ki-67 >  20%). NEC 
prognosis is poor, as patients usually present with metastatic disease at diagnosis (more than 80% of patients) 
and because of the relative lack of effective therapy. Prognosis varies according to disease stage at diagnosis. 
Based on Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) data for 2546 patients with gastrointestinal NEC, 
Sorbye et al. evaluated that the median survival of patients with localized disease was 38 months, of those with 
regional disease 16 months, and of those with distant disease 5 months2. To date, prognostic survival factors have 
rarely been explored in NEC. Some authors have investigated biological data for use as prognostic factors in neu-
roendocrine tumour (NET) and NEC patients, and these have included lactate dehydrogenase (LDH)3,4, CgA3,4, 
neuron-specific enolase (NSE)4, platelets, haemoglobin, white blood cell count, alkaline phosphatase (ALP), and 
C-reactive protein (CRP)3. Several studies in other aggressive types of cancer have described biological charac-
teristics as prognostic tools, such as LDH and ALP levels in small cell lung cancer5,6, or neutrophil-to-lymphocyte 
ratio (NLR) in biliary tract and gastric cancers7,8. Recent studies have also reported the potential of blood tran-
script analysis as a predictive and prognostic marker of progression in well-differentiated NET9,10, but this was not 
studied in NEC patients. Moreover, molecular analysis, such as p53 and retinoblastoma (RB) protein staining, are 
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probably promising in NEC11, but these analyses are not validated for survival prognosis in NEC. In this context, 
we conducted a retrospective study to evaluate usual relevant clinical and histomorphological prognostic markers 
of overall survival in patients with NEC, completed with biological and haematological data, which are conven-
ient and directly available to physicians.

Results
Patient characteristics. A total of 109 patients referred to the Edouard Herriot hospital (Lyon, France) 
between 2002 and 2015 for GEP-NEC were identified. Nine patients were excluded because of well-differentiated 
NET (n =  6) or because their medical file was not available (n =  3). Therefore, 100 patients were included in the 
study.

The median age at diagnosis was 64 years (mean 63 years, range 30–89 years) and 67% were male. The most 
frequent primary tumour locations were: duodenum-pancreas (30%), colon-rectum (26%), unknown loca-
tion (24%), and oesophagus-stomach (15%). Among the symptoms at diagnosis pain (57%) and weight loss 
(40%) were common features, whereas bowel disorders (20%), icterus (13%), and mass syndrome (6%) were 
less frequently reported. Thirty-one percent had an Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status 
(ECOG-PS) ≥  2. Only 1 patient presented a functioning tumour with adrenocorticotrophic hormone (ACTH) 
secretion. The majority of patients had stage IV disease (81%), defined by the presence of at least 1 metastatic site. 
The most common metastatic sites were the liver (56%) and distant lymph nodes (50%). Somatostatin Receptor 
Scintigraphy (SRS) was performed in 24 patients (24% of the population), and was positive in 48% of these; 
fluorodeoxyglucose positron emission tomography (FDG-PET) was performed in 46 patients (46% of the pop-
ulation) and was positive in 91% of these. Primary tumour resection was performed in 28% of the population 
(Table 1), and 42% of them presented a stage I-III tumour. All patients received standard chemotherapy regimens 
for NEC (cisplatin or carboplatin with etoposide), as first-line palliative chemotherapy or in curative intent with 
surgery or radiotherapy for stage I-III NEC.

Increased (≥ 2 upper limit of normal, ULN) levels of CgA were found in 41% of the 44 patients with data, 
increased NSE was found in 59% of the 44 patients with data, and LDH in 29% of the 52 with data. Among the 
15 patients with an elevated LDH level (Table 2), 60% presented liver metastasis. The median ALP level was at 
the ULN. Increased AST levels were found in 19/61 of those with data (31%; Table 2), among whom 89% had 
liver metastasis. Thirty percent of patients with liver metastasis had an elevated AST level, and only 4% patients 
without liver metastases had an elevated AST level. The median values for complete blood cell count and coagu-
lation factors (fibrinogen, prothrombin time – PT, activated partial thromboplastin time – aPTT) were normal, 
although fibrinogen which was near the ULN (Table 2).

Histological analysis was performed on primary tumour site (63%) or on metastatic site (36%). Large cell NEC 
was the most prevalent morphology (59%). Synaptophysin staining was positive for almost all patients (98%) with 
data, and CgA staining was positive nearly three-quarters (72%) of those with data. The median level of Ki-67 
index was 70% (20–100%). Necrosis status was recorded in 58 patients, and 86% of them were positive (Table 3).

Overall survival and prognostic factors. The median (range) duration of follow-up was 13 (1–91) 
months and the median overall survival (OS) was 16 months (95% confidence interval – CI 13.9–18.1; Fig. 1a). 
Among the 66 deceased patients, 63 died of the cancer and 3 had no known cause of death; the cancer specific 
survival and OS were the same (median of 16.0 months). After univariate analysis, the following clinical, bio-
logical, and morphological factors were associated with shorter OS: ECOG-PS ≥  2, stage IV disease (Table 1), 
LDH ≥  2 ULN, and AST ≥  2 ULN (Table 2). The other factors investigated, such as inflammation markers (low 
albumin, high CRP, and high NLR ratio) were not prognostic factors. Patients with a Ki-67 <  55% (median OS: 
22 months; 95% CI 10.2–33.8) had a longer OS than patients with a Ki-67 ≥  55% (median OS: 14 months; 95% CI 
12.0–16.0), but this difference was not significant (p =  0.06; Table 3). Primary tumour resection was associated 
with better median OS (25 months, 95% CI 14.1–35.9), compared to non-resected patients (13 months, 95% CI 
11.4–14.6; p =  0.004; Table 1), but was not included in the multivariate analysis because this treatment is not a 
prognostic factor present at diagnosis. The metastases resection had no impact on OS (Table 1).

Factors found to be significantly associated with OS in univariate analysis were tested in multivariate analysis, 
namely ECOG-PS, stage, AST, and LDH levels. As shown in Tables 1 and 2, ECOG-PS data was available for 64 
patients, stage data for all patients, AST data for 61, and LDH data for 52 patients. Multivariate analysis was per-
formed on the 39 patients without missing data. Median OS for these patients (15 months, 95% CI 11.9–18.1) was 
not significantly different to that of the 61 patients with at least one missing data (16 months, 95% CI 12.7–19.3; 
p =  0.51). Cox regression found that elevated LDH (hazard ratio – HR: 0.36, 95% CI 0.13–0.97; p =  0.04) and 
AST (HR: 0.31, 95% CI 0.11–0.91; p =  0.03) levels were significantly associated with better survival (Table 4, and 
Fig. 1b,c). After stratification of patients according to median OS, 3 groups of patients were clearly separated into 
prognosis groups. The OS was 20 months (95% CI 3.9–36.1) when neither AST or LDH levels were ≥  2 ULN, 13 
months (95% CI 7.6–18.4) when AST or LDH levels were ≥  2 ULN, and 8 months (95% CI 0.0–19.0) when AST 
and LDH levels were ≥  2 ULN (p <  0.001; Fig. 1d).

Discussion
The aim of this study was to analyse several prognostic factors in a GEP-NEC cohort, including a review of 
biological factors in addition to other characteristics already identified at baseline in this tumour type, namely 
clinical, morphological, and histological factors. Searching for additional prognostic factors is essential in NEC, 
as clinicians lack tools to identify patients who may have longer survival and therefore may benefit more than one 
line of treatment and/or inclusion in clinical trials.

In multivariate analysis, adjusting for variables including ECOG-PS and stage, AST and LDH levels inde-
pendently predicted the OS of patients with NEC. If confirmed by other studies, stratification of patients based 
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n (%) Median OS, months (95% CI) P value
All patients 100 (100) 16 (13.9–18.1) —
Age at diagnosis (years)a 64 (30–89) — 0.26
Gender: male 67 (67) — 0.74
Primary tumour location (n =  100) 0.88
 Unknown 24 (24) 15 (11.9–18.1)
 Oesophagus 4 (4) 16 (0.0–38.5)
 Stomach 11 (11) 16 (3.6–28.4)
 Duodenum 7 (7) 14 (0.0–28.4)
 Pancreas 23 (23) 19 (12.3–25.7)
 Jejunum 1 (1) 11 (− )
 Colon 10 (10) 12 (3.2–20.8)
 Rectum 16 (16) 16 (3.5–28.5)
 Anal canal 2 (2) 18 (− )
 Otherb 2 (2) 16 (11.7–20.3)
Clinical symptoms at diagnosis (n =  89)
 Pain 51 (57) — 0.96
 Weight loss 36 (40) — 0.52
 Bowel disorders 18 (20) — 0.41
 Icterus 12 (13) — 0.16
 Mass syndrome 5 (6) — 0.76
ECOG-PS (n =  64) 0.02
 < 2 44 (69) 18 (14.0–22.0)
 ≥ 2 20 (31) 9 (7.0–11.0)
Functioning tumours (n =  94) 1, ACTH (1) — 0.23
Stage (n =  100) 0.02
 I–III (without metastasis) 19 (19) 25 (9.9–40.1)
 IV (with metastasis) 81 (81) 14 (11.5–16.5)
Number of metastatic sites (n =  100) 0.11
 0 19 (19) 25 (9.9–40.1)
 1 42 (42) 14 (12.4–15.6)
 2 22 (22) 12 (0.0–25.4)
 > 2 17 (17) 12 (8.5–15.5)
Location of metastatic sites (n =  100)
 Liver 56 (56) — 0.11
 Lymph nodes 50 (50) — 0.71
 Bone 11 (11) — 0.99
 Lung 11 (11) — 0.18
 Peritoneal 6 (6) — 0.47
 Adrenal gland 4 (4) — 0.64
 Brain 4 (4) — 0.28
 Otherc 7 (7) — 0.88
Nuclear imaging
 SRS uptake (n =  24) 11 (48) — 0.11
 FDG-PET uptake (n =  46) 42 (91) — 0.33
Primary tumour resection (n =  100) 0.004
 Yes 28 (28) 25 (14.1–35.9)
 No 72 (72) 13 (11.4–14.6)
Metastasis resection (n =  100) 0.32
 Yes 11 (11) 27 (8.5–45.5)
 No 89 (89) 15 (12.6–17.4)

Table 1.  Clinical data and univariate analysis of overall survival. Abbreviations: ACTH, 
Adrenocorticotropic hormone; CI, confidance interval; ECOG-PS, Eastern Cooperative Oncology Group 
Performance status; FDG-PET, fluorodeoxyglucose positron emission tomography; OS, overall survival; 
SRS, Somatostatin receptor scintigraphy; Notes: aMedian (range); bOther primary tumor sites: appendix (1), 
gallbladder (1); cOther locations of metastasis: kidney (1), muscle (1), cutaneous (2), pancreas (3), thyroid gland 
(1), breast (1), ovary (1).
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on AST and LDH levels could help physicians to predict survival and separate patients into groups for clinical 
trials. In the present study, median OS for patients with high AST and LDH levels, high AST or LDH levels, and 
low AST and LDH levels differed significantly. The NORDIC study, performed in 12 Nordic University Hospitals 
and 308 eligible patients, also demonstrated that elevated LDH level was a negative prognostic factor3, as well 
as a study on 100 colorectal NEC performed in a single cancer centre in Texas12. Both studies did not analyse 
all liver enzymes, as we did in the present study. This is therefore the first report of an association between ele-
vated transaminase and poor prognosis. A high LDH level can be explained by the reliance of tumour cells on 
increased glycolysis that results in increased lactate production instead of aerobic respiration in the mitochon-
dria, even under oxygen-sufficient conditions (a process also known as the Warburg effect)13. As NEC positively 
respond to FDG-PET they consume large quantities of glucose and therefore produce more lactate than normal 
cells. Moreover, these tumours are poorly vascularized and highly proliferative14, two factors that could pro-
mote hypoxia within tumours. These conditions (high consumption of glucose and hypoxic environment) lead to 
higher LDH levels. More generally, a high LDH level is known to be a factor of poor prognosis in other cancers, 
such as lung15 and breast cancer16, and two other studies in NEC (pulmonary17 and colorectal12) also reported 
high LDH serum levels. Among 61 patients with available AST data at diagnosis, 31% had AST ≥  2 ULN and they 
were associated with poorer outcome in multivariate analysis. The rise of AST serum levels is, at least in part, 
explained by liver involvement as the proportion of patients with high AST levels was 31% among those with liver 
metastases versus 4% in those without liver metastases.

Very recently, one study performed on 149 pancreatic neuroendocrine neoplasms demonstrated that CRP 
level is a new prognostic factor for survival18. This is, to date, the only study that analysed an inflammatory marker 
as prognostic tool in neuroendocrine neoplasms. The CRP/albumin ratio is also a prognostic factor for survival in 
small cell lung cancer19. Based on these studies, we analysed CRP and albumin levels in the present NEC cohort, 

Median (range) Median OS, months (95% CI) P value
CgA, μ g/L (n =  44) 156.5 (20.0–11192.0) — 0.64
 CgA <  2 ULNa 26 (59) 16 (14.1–17.9) 0.85
 CgA ≥  2 ULNa 18 (41) 14 (9.4–18.6)
NSE, μ g/L (n =  44) 34.1 (6.6–956.1) 0.12
 NSE <  2 ULNa 18 (41) 17 (13.6–20.4) 0.13
 NSE ≥  2 ULNa 26 (59) 13 (8.1–17.9)
LDH, IU/L (n =  52) 338 (130–2722) — 0.33
 LDH <  2 ULNa 37 (71) 19 (13.4–24.6) < 0.001
 LDH ≥  2 ULNa 15 (29) 9 (8.0–10.0)
ALP, IU/L (n =  59) 141 (30–2362) — 0.64
ALT, IU/L (n =  58) 29 (6–487) — 0.55
AST, IU/L (n =  61) 29.5 (7.0–376.0) — 0.58
 AST <  2 ULNa 42 (69) 18 (13.1–22.9) 0.001
 AST ≥  2 ULNa 19 (31) 8 (0.9–15.1)
Total bilirubin, μ mol/L (n =  58) 9.5 (2.0–493.0) — 0.74
Albumin, g/L (n =  52) 37.9 (20.3–45.0) — 0.58
CRP, mg/L (n =  53) 18.9 (0.6–224.5) — 0.29
Fibrinogen, g/L (n =  53) 4.5 (1.9–7.4) — 0.24
PT, % (n =  55) 96 (20–111) — 0.29
aPTT, ratio (n =  47) 1.0 (0.8–3.9) — 0.87
Hb, g/L (n =  63) 126.0 (49.1–159.0) — 0.86
Leukocytes, G/L (n =  63) 7.4 (2.1–27.2) — 0.66
Lymphocytes, G/L (n =  61) 1.5 (0.5–6.0) — 0.10
Neutrophils, G/L (n =  61) 5.5 (0.4–23.9) — 0.85
Neutrophil/Lymphocyte ratio 
(n =  61) 3.6 (0.2–21.7) — 0.16

 NLR <  3a 23 (38) 16 (8.0–24.0) 0.35
 NLR ≥  3a 38 (62) 16 (13.5–18.5)
 NLR <  4a 34 (56) 16 (7.7–24.3)

0.06
 NLR ≥  4a 27 (44) 16 (13.2–18.8)
Platelets, G/L (n =  63) 273 (81–816) 0.85

Table 2.  Biological data and univariate analysis of overall survival (the cut-off was the median value 
of each marker or twice the upper limit of normal when specified). Abbreviations: aPTT, activated 
partial thromboplastin time; AST, aspartate aminotransferase; ALP, alkaline phosphatase; ALT, alanin 
aminotransferase; CgA, chromogranin A; CI, confidence interval; CRP, C-reactive protein; Hb, hemoglobin; 
LDH, lactate dehydrogenase; NLR, neutrophil-to-lymphocyte ratio; NSE, Neuron-specific enolase; OS, overall 
survival; PT, prothrombin time, ULN, upper limit of normal; Notes: an (%).
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however neither CRP nor albumin levels were prognostic factors in this population. The NLR reflects the immune 
status of patients and a high NLR is associated with poorer survival in biliary tract cancer8 and in gastric cancer7. 
After analysis of NLR with the two cut-off levels used in other studies, neither a cut-off value of 3 or 4 were prog-
nostic factors in this population. There was a trend towards worse survival for those with a NLR ≥  4, and it will be 
interesting to further explore the NLR in a larger NEC cohort to see whether this factor is a useful prognostic tool.

Among histological characteristics, and accordingly to other studies, there was no difference between small 
or large cell tumours in the present study3,20–22. The NORDIC study described the cut-off of 55% for Ki-67 as a 
prognosis factor for NEC3, we therefore analysed OS accordingly and patients with a Ki-67 above 55% did have 
a shorter OS, but this difference was not significant. Primary tumour resection but not metastatic resection, was 
associated with better OS after univariate analysis and remains an option for the treatment of local NEC.

The limitations of this study are the ones that inherently apply to population data which are collected retro-
spectively. Multiple comparisons is a limit in this study. However, after Bonferroni adjustment, LDH and AST 
levels remained significant parameters (p <  0.001), whereas ECOG-PS and stage were not (p =  0.02). This study 
was performed on a small number of patients, due to the rarity of the disease and compared to other studies per-
formed in multiple institutions. Biological data were not available for all patients, which decreases the power of 
the multivariate analysis. However, the median OS between the group of patients with all data available and the 
group with at least one missing data was similar. In addition, all patients were treated, and baseline characteristics 
presented were collected around the date of diagnosis (+  /− 2 weeks) before the beginning of any treatment. We 
therefore cannot study whether biomarkers (LDH, AST) are only prognostic factors or whether they are also 
predictive factors of response to systemic chemotherapy (platinum-etoposide), which was the standard first-line 
treatment. Nevertheless, an important strength of this study is that biological tests were performed in a single 
institution, and are therefore more homogeneous. It is also of note that this study is one of the largest performed 
in a single institution (109 patients over a 13-year period, which compares, for instance, to 100 patients with 
colorectal NEC who were reviewed over a 22-year period in a single centre and reported by Conte et al.12.

In conclusion, we report herein that patients could be stratified into 3 groups according to a combination of 
LDH and AST levels which can help physicians to predict survival and to choose patients eligible for clinical trials. 
These results have to be confirmed in a larger independent population, in a multicentre setting, and ideally in a 
prospective study.

Patients and Methods
Population. Patients with NEC were identified from our neuroendocrine registry (ENETS centre of excel-
lence), including gastroenteropancreatic and unknown location of primary tumours, and diagnosed between 
December 2002 and December 2015. The diagnosis of NEC was confirmed according to WHO 2010 classification 
with: i) a poorly differentiated carcinoma (small-cell or large-cell), ii) a grade 3 tumour (Ki-67 >  20% and/or 
mitotic index >  20 mitotic count per 10 high power field, HPF, (2 mm2)), and iii) immunohistochemical detec-
tion of at least two neuroendocrine markers including CgA and synaptophysin23. All pathological specimens 
and/or pathological charts were reviewed by pathologists of the institution and only patients without doubt as 
to the diagnosis were included. There were no major differences in the previous and recent WHO classifications 
for the diagnosis of NEC, while few minor changes in the classification of well-differentiated NET were made 
during the revision of the WHO classification. Our database is registered and this cohort was approved by CNIL 
(Commission nationale de l’informatique et des libertés) on 6 November 2015 (no.15–111). All methods were 
performed in accordance with the relevant guidelines and regulations. All patients signed an informed consent.

n (%) Median OS, months (95% CI) P value
Morphological size (n =  82) 0.79
 Small cell 34 (41) 16 (8.5–23.5)
 Large cell 48 (59) 15 (13.0–17.0)
Synaptophysin staining (n =  81) 0.12
 Positive 79 (98) 16 (13.5–18.5)
 Negative 2 (2) 6 (− )
CgA staining (n =  92) 0.97
 Positive 66 (72) 16 (12.8–19.2)
 Negative 26 (28) 13 (10.6–15.4)

Ki-67 (n =  89)a 70 
(20–100) — 0.58

 < 55% 23 (26) 22 (10.2–33.8)
0.06

 ≥ 55% 66 (74) 14 (12.0–16.0)
Presence of necrosis (n =  58) 0.08
 Yes 50 (86) 14 (11.0–17.0)
 No 8 (14) Not reached

Table 3.  Histological data and univariate analysis of overall survival. Abbreviations: CgA, chromogranin A; 
CI, confidence interval; OS, overall survival; Notes: aMedian (range).



www.nature.com/scientificreports/

6SCIENTIFIC REPORTS

Clinical, morphological and histological data. The following clinical features were recorded for 
all patients at diagnosis: age, gender, and presence or absence of symptoms within the 3 months before diag-
nosis of NEC. Weight loss was defined as the occurrence of a >5% decrease in weight within the 3 months 
before diagnosis. Morphological data collected included primary and metastatic locations, TNM stage, num-
ber of metastatic sites, uptake on somatostatin receptor scintigraphy (SRS, recorded as positive/negative) with 
indium-111-pentetreotide, and uptake on 18F-fluorodeoxyglucose positron emission tomography (FDG-PET, 
recorded as positive/negative). Pathological data included cell size (small versus large), Ki-67 index, and presence 
of necrosis. Immunohistochemistry of CgA and synaptophysin were recorded as positive and negative. Evaluation 
of Ki-67 expression was performed in at least 2000 tumour cells, according to the current recommendations for 
GEP-NET24. Patients were followed (clinically with thoraco-abdomino-pelvic computed-tomography scan) every 
2–3 months for 2 years after the diagnosis, then every 6 months.

Figure 1. Overall survival (OS) among the population with GEP-NEC (a), and according to serum AST level 
(b), serum LDH level (c), and combining AST and LDH (d).

Hazard ratio (95% CI) P value
ECOG-PS, < 2 vs. ≥  2 0.82 (0.22–3.06) 0.77
Stage, I-III vs. IV 0.75 (0.25–2.27) 0.62
LDH, < 2 ULN vs. ≥  2 ULN 0.36 (0.13–0.97) 0.04
AST, < 2 ULN vs. ≥  2 ULN 0.31 (0.11–0.91) 0.03

Table 4.  Multivariate Cox regression analysis of the prognosis factors in patients with GEP-NEC. 
Abbreviations: AST, aspartate aminotransferase; CI, confidence interval; ECOG-PS, Eastern Cooperative 
Oncology Group Performance status; LDH, lactate dehydrogenase; ULN, upper limit of normal.
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Biological data. Biological data were collected in our laboratory at the time of diagnosis of NEC +  /−2 
weeks, and before the first treatment (chemotherapy): serum plasma levels of neuroendocrine markers CgA and 
NSE, LDH, liver functions tests (ALP, alanin aminotransferase – ALT, AST, total bilirubin), inflammatory mark-
ers (albumin, CRP, fibrinogen), haemostatic markers (PT, aPTT, haemoglobin – Hb, and platelets) and com-
plete blood count (leukocytes, lymphocytes, neutrophils). The NLR was calculated and was considered high if 
NLR ≥  37,8 or ≥  4 25. For all statistical analysis of biological data, we first analysed the median value as a cut-off. 
Based on the literature, CgA4,23, NSE4,23, and LDH3,26 levels were considered high if they were 2 ULN. Thus, all 
the factors were examined as both continuous and categorical variables (2 ULN). Substrates used and technical 
changes for biochemical analysis during the study period are presented in Table S1.

Statistical analysis. Categorical variables were expressed as percentages and continuous variables were 
expressed as median with range. OS was calculated from the date of diagnosis to the date of death or last 
follow-up. OS were assessed using the Kaplan–Meier method and comparisons were performed using the 
log-rank test. For continuous variables, the chosen cut-off level chosen was their median value and we explored 
cut-offs described in the literature for Ki-67 (55%)3, CgA (2 ULN)3,4, NSE (2 ULN)4,23, LDH (2 ULN)3,4,26, and 
NLR (≥ 3 or ≥ 4)7,8,25. Only variables with a P value of <  0.05 according to univariate analysis were introduced in 
the Cox model. Relative risks were expressed as hazard ratios with 95% confidence intervals. A P value of <  0.05 
was considered statistically significant. The cut-off date for the final analysis was 1 May 2016. All statistical analy-
ses were performed using Statistical Package for Social Sciences version 17.0 (SPSS, Chicago, IL, US).
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