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Introduction

L’introduction de ce travail sera composée de trois parties permettant de situer le sujet et

de rappeler les principales connaissances nécessaires a sa compréhension.

PARTIE I : GENERALITES SUR LE CANCER : EXEMPLE DU CANCER BRONCHIQUE

PARTIE II : LE RECEPTEUR A L’EGF ET LE CANCER DU POUMON

PARTIE III : LES HISTONES DEACETYLASES
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PARTIE I : GENERALITES SUR LE CANCER : EXEMPLE DU CANCER BRONCHIQUE

Dans ce chapitre aprés une bréve présentation du cancer, des données épidémiologiques ainsi
que des facteurs de risque, nous décrirons les principales caractéristiques du processus tumoral
en se concentrant sur le cancer du poumon. Nous utiliserons ensuite ces données
physiopathologiques dans la suite de ce travail.

Enfin nous nous attacherons a présenter les différents sous-types de cancer du poumon ainsi

que leur diagnostic et leur prise en charge.

1. DEFINITION DU CANCER

Le terme de tumeur provient de « tumor », qui en latin signifie gonflé. Le processus tumoral
conduisant a la formation d’une tumeur est caractérisé par la multiplication de cellules
tumorales qui se divisent par mitose. Cette prolifération se fait de maniére autonome et
échappe aux facteurs qui régulent normalement le renouvellement du tissu. Une autre
spécificité¢ de la tumeur est son caractére expansif: la tumeur a tendance a s’étendre de
maniere illimitée aux dépens du tissu dans le lequel elle a pris naissance. La composition du
tissu tumoral est partagée entre les cellules tumorales a proprement dites, et le stroma
correspondant aux cellules et substances extra-cellulaires qui accompagnent les cellules
tumorales (tissu de soutien). Les cellules du stroma n'ont pas les 1ésions génétiques présentes
dans les cellules tumorales et sont principalement constituées de fibroblastes, de vaisseaux
sanguins et lymphatiques, d’un infiltrat de cellules immunitaires (macrophages, mastocytes et

lymphocytes). Elles sont incluses dans une matrice extra-cellulaire.
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2. DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES ET FACTEURS DE RISQUE

2.1. Epidémiologie

Le cancer fait parti des maladies non-transmissibles, responsables d’un fort taux de mortalité
dans le monde chaque année (WHO, 2010). Sur la période de 1980 a 2005 la France a connu
une augmentation des cas de cancer de 89%. Cependant, sur la méme période le nombre de
déces n’a augmenté que de 13% (Belot, Velten et al. 2008).

En 2011, le nombre de nouveaux diagnostics de cancer en France métropolitaine a été estimé a
207 000 chez I’homme et 158 500 chez la femme. Chez I’homme, le cancer de la prostate reste
de loin le plus fréquent (71000/207000 nouveaux cas de cancer en 2011), suivi du cancer du
poumon (27500/207000 nouveaux cas de cancers en 2011) et du cancer colorectal
(21500/207000 nouveaux cas de cancers en 2011). Le cancer du poumon est cependant premier
en termes de mortalité dans cette population.

Chez la femme, le cancer du sein est le plus fréquent (53000/158500 nouveaux cas en 2011),
suivi du cancer colorectal (19000/158500 nouveaux cas en 2011) et du cancer du poumon
(12000/158500 nouveaux cas en 2011). Méme si le cancer de sein reste en téte en termes de
mortalité, ’augmentation constante de ’incidence du cancer du poumon ainsi que sa mortalité
restent une préoccupation importante (InVS, 2011).

A D’échelle européenne, concernant la mortalité par cancer, les estimations pour ’année 2012
montrent une diminution de celle-ci toutes localisations confondues, a I’exception du cancer du

poumon chez la femme (Figure 1) ( Malvezzi, Bertuccio et al. 2012).
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Figure 1. Histogramme du taux de mortalité standardisé en fonction du site tumoral en Union Européenne
pour 100 000 personnes pour I’année 2007 (gris foncé) et du taux prédictif pour 2012 avec un intervalle de
confiance de 95% (gris clair). Adaptée d’apres (Malvezzi, Bertuccio et al. 2012).

A T’échelle mondiale, le cancer du poumon est aujourd’hui le premier en termes de mortalité et
d’incidence avec 1,04 millions de nouveaux cas chaque année et 921000 déces imputables
(Guessous, Cornuz et al. 2007). L’age moyen du diagnostic est de 65 ans. Pres de 85 % de ces
cancers sont des formes dites « non a petites cellules » (CBNPC) qui représentent ainsi
I’histologie prédominante (InCa, 2010).

En France en 2008, le cancer représentait la premiére cause de mortalité avec 30% des 543 139
déces enregistrés (Aouba, Eb et al. 2011). II faut cependant noter des évolutions différentes de
I’incidence ainsi que de la mortalit¢ de ce cancer en fonction du sexe au cours des deux

dernieres décennies (Figure 2).
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Figure 2. Evolution du nombre de cas et de décés par cancer du poumon chez I’homme et chez la femme de
1990 a 2011 en France. Adaptée d’apres (InVS 2011)

Chez I’homme la mortalité par cancer du poumon a considérablement augmenté jusqu’en 1991
et diminue depuis de 0,9% par an, tandis qu’une augmentation constante de 1’incidence et de la
mortalité a été remarquée chez la femme depuis 2001 (Hill, Doyon et al. 2009). Ces données
renforcent les préoccupations en termes de santé publique, d’autant que le taux de survie a 5
ans des patients atteints de cancer du poumon n’est que de 15% (Brambilla and Gazdar 2009).
Ce faible taux de survie a 5 ans est 1i¢ au fait que le diagnostic de la maladie est posé a un stade
avancé (Stade II/IV) dans plus de 50% cas (Lyratzopoulos, Abel et al. 2012). A titre
d’exemple les statistiques de la survie a 5 ans en fonction du stade de diagnostic des CBNPC

sont présentées dans le Tableau 1 (INCa, 2010).
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Fréquence au diagnostic Survie relative & 5 ans'
Cancer localisé ’ ,
15a30% E2,6%
Stades | et Il
Cancer localement avanceé _
20% 23,7 %
Stade 1l
£ stastati
ancer metastatique 40355 % 3.8%
Stade IV

Tableau 1. Cancer du poumon non a petites cellules — Fréquence et survie par stade. (InCa, 2010).

2.2. Facteurs de risque

Divers facteurs de risque sont retrouvés dans les données épidémiologiques sur les cancers
pulmonaires. La responsabilité¢ de ces facteurs de risque dans le développement de cette

pathologie est inégale, le tabagisme étant en téte.

2.2.1. Le tabac

De trés nombreuses particules entrent dans la composition de la fumée de cigarette (Marcilla,
Martinez et al. 2012). Ces particules sont responsables de nombreux dommages au niveau
pulmonaire causés par le stress oxydatif qu’elles produisent lorsqu’elles sont en contact avec
les poumons (Sangani and Ghio 2011).

Le lien de causalité entre la consommation de tabac et les cancers broncho-pulmonaires a été
¢tabli il y a de nombreuses années. En effet, le tabagisme est responsable a lui seul de plus de
90% des cancers broncho-pulmonaires. En France, 40,3 % des patients sont des ex-fumeurs et
52,5 % des fumeurs actifs au moment du diagnostic (Thiberville, Paris et al, 2004).

De plus, on observe que I’augmentation de 1’incidence des cancers du poumon chez la femme
est corrélée a ’augmentation du tabagisme dans cette population, tandis que la diminution de la
consommation de tabac entraine une diminution des cas chez I’homme (Eilstein, Uhry et al.

2008). La durée du tabagisme, la consommation cumulée, 1’age ainsi que la qualité du tabac
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sont autant de facteurs a prendre en compte dans le développement des cancers pulmonaires.
Chez certaines catégories professionnelles ou secteurs d’activité, la proportion de travailleurs
tabagiques importante permet d’observer une augmentation du risque relatif de déceés par
cancer du poumon (Lauzeille, Marchand et al. 2010).

Hormis la consommation active de tabac, il est a noter que le tabagisme passif est responsable
d’une élévation du risque de cancer bronchique de 20 a 30 % chez les conjoints de fumeurs
(Zhong, Goldberg et al. 2000). Dans un tel contexte on comprendra facilement que la lutte
contre le tabagisme, ainsi que le sevrage sont des enjeux majeurs en termes de prévention des
cancers pulmonaires.

Toutefois ce bilan est a contraster. En effet seuls 10 a 20 % des fumeurs développent un cancer
au niveau pulmonaire. Des facteurs génétiques jouent vraisemblablement un role dans la

survenue de ce type de cancer (Brambilla and Gazdar 2009).

2.2.2. Exposition professionnelle

L’exposition professionnelle a des substances cancérigénes est la seconde cause de cancers
bronchiques. Les agents mis en cause sont variables et leur implication dans le développement
de la maladie peut étre gradée en agents cancérigenes certains ou agents probablement
cancérigénes. L’amiante, le nickel, le chrome, 1’arsenic, les produits a base de pétrole ainsi que
le radon sont fréquemment impliqués dans le développement de cancers bronchiques

(Thiberville, Paris et al, 2004).
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3. PHYSIOPATHOLOGIE DU PROCESSUS TUMORAL

Dans ce paragraphe nous présenterons les différentes étapes ainsi que les différents acteurs
participant au développement tumoral. Pour illustrer ce processus et afin d’apporter une bonne
compréhension des évenements cellulaires, nous nous focaliserons sur le cancer bronchique
non a petites cellules.

Notre étude portant sur les mécanismes de résistance a 1’apoptose dans le CBNPC, nous
détaillerons dans un deuxiéme temps ce processus cellulaire et développerons son role dans le

cancer.

3.1. Principales caractéristiques de la cellule transformée

Pour se prévaloir d’un statut transformé une cellule doit posséder un certain nombre de
caractéristiques. Six propriétés ¢lémentaires vont en faire une cellule tumorale (Hanahan and

Weinberg 2000) pour revue (Figure 3)

L’indépendance vis-a-vis des facteurs de croissance : une cellule normale ne peut pas

proliférer en 1’absence de signaux mitogeénes. Dans le cas des cellules cancéreuses, cette
dépendance est plus ou moins abolie. Cette propriété est généralement le fait de mutations

génétiques sur les proto-oncogenes impliqués dans les voies de prolifération.

L’insensibilité aux signaux _antiprolifératifs : des génes responsables de signaux

antiprolifératifs permettent le contrdle de la prolifération des cellules normales. Dans le cas des
cellules tumorales la délétion des alleles de ces génes ou encore leur inactivation par mutation

ponctuelle suppriment le blocage qui apparait normalement lorsque les circonstances 1’exigent.
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L’acquisition_d’une résistance a 1’apoptose : cette propriété découle de la délétion ou de

I’inactivation de geénes inducteurs de 1’apoptose (Tumor Protein p53 : TP53) ou de I’expression

de genes inhibiteurs de 1’apoptose tel que B-Cell lymphoma protein 2 (BCL2).

Le potentiel réplicatif illimité : une cellule normale posséde un potentiel réplicatif limité. A

I’inverse, les cellules tumorales possédent un potentiel réplicatif illimité. Le maintien des

télomeres par la télomerase en est le mécanisme principal.

La stimulation de ’angiogenése : atteignant une certaine taille, la tumeur a besoin d’un réseau

vasculaire pour subsister. L’angiogenése permet 1’obtention de ce réseau. Elle devient possible

grace a I’activation des voies de I’angiogeneése et ’inactivation des voies inhibitrices.

Phénotype invasif et métastasant : cette caractéristique est la conséquence de modifications

des propriétés d’adhésion des cellules entre elles par inactivation des protéines d’adhésion, par
expression d’enzymes protéasiques qui dégradent la matrice intercellulaire. Les cellules sont
ainsi libres de quitter la tumeur et d’envahir I’organisme. Ce mécanisme est directement

responsable de I’apparition de métastases.

10
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Figure 3. Les six propriétés élémentaires de la cellule cancéreuse: exemple des CBNPC. Il est suggéré que la
plupart des tumeurs acquiérent le méme ensemble de capacités fonctionnelles au cours de leur développement. En
vert apparaissent les oncogenes, et en rouge les génes suppresseurs de tumeurs. Busser et al. adaptée d'apres
(Hanahan and Weinberg 2000).
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3.2. Mécanismes de la transformation tumorale

Le modéle de transformation cellulaire, d’une cellule normale en une cellule tumorale, est basé
sur la notion d’oncogenes et de génes suppresseurs de tumeur. Dans ce paragraphe nous allons
présenter ces deux acteurs de la transformation cellulaire et leurs principaux représentants dans
le CBNPC. Les principaux oncogénes et génes suppresseurs de tumeur intervenant dans le
CBNPC sont présentés et classés en fonction des propriétés qu’ils conferent aux cellules dans la

Figure 3.

3.2.1. Les oncogenes

Les oncogenes sont des versions altérées des proto-oncogenes normalement impliqués dans la
prolifération ou la croissance cellulaire. Les oncogeénes agissent sur le mode dominant et
permettent a la cellule d’échapper aux mécanismes qui régulent sa prolifération.

La transformation d’un proto-oncogeéne en oncogéne représente un gain de fonction par rapport
a la cellule normale. Ceci les différencie de I’autre grande famille de génes impliquée dans la
transformation cellulaire, les génes suppresseurs de tumeur, qui eux perdent leur fonction. Tout
géne ayant un effet sur la prolifération, protégeant la cellule de 1’apoptose et assurant sa survie,
possédant des effets angiogéniques et facilitant la dissémination des cellules et I’apparition de
métastases peut €tre considéré comme appartenant a cette famille (Sanchez-Cespedes 2003). La
génération de ces oncogenes est la conséquence d’événements génétiques de plusieurs natures,
dont les principaux sont les mutations ponctuelles, 1’amplification génique (augmentation du
nombre de copies d’'un méme gene entrainant généralement une augmentation du niveau de
I’expression du geéne), les anomalies chromosomiques (translocation), les défauts de régulation
des niveaux d’expression génique ou encore 1’insertion virale (Sanchez-Cespedes 2003). Parmi

les pricipaux oncogenes on retrouve :

12
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Les facteurs de croissance et stimuli extracellulaires :
Ces ¢léments jouent un role majeur dans la prolifération cellulaire. En effet ils permettent a
une cellule normale de se diviser. En leur absence, la cellule normale ne peut pas entrer en
division. De nombreuses cellules tumorales surexpriment des facteurs de croissance. On
retiendra dans le cas du CBNPC les ligands de I’Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) :
Epidermal Growth Factor (EGF), Transforming Growth Factor-alpha (TGFa) et
I’ Amphiréguline (AREG) (Sun, Behrens et al. 2009)
Les récepteurs membranaires :
Ce sont des récepteurs qui operent apres la liaison de leur ligand une transduction de signal
vers le cytoplasme. Une partie importante de ces récepteurs sont des récepteurs a activité
tyrosine kinase (Skorski 2002). Les événements a ’origine de leur activation dans la pathologie
tumorale sont de trois types :
- les translocations chromosomiques (BCR-ABL translocation t(9-22) dans la
leucémie myéloide chronique) (Skorski 2012),
- les mutations ponctuelles (EGFR/ERBBI, activité constitutive capable d’induire la
mitose sans fixation de son ligand) (Shigematsu, Lin et al. 2005),
- la surexpression du géne normal (surexpression de ’EGFR) (Garcia de Palazzo,

Adams et al. 1993).

Les protéines des voies de signalisation :

Ces protéines interviennent dans la transmission du signal engendré par le récepteur apres
fixation de son ligand. La mutation de certaines de ces protéines peut entrainer I’activation de
la voie signalisation. Un des exemples illustrant le mieux ce mécanisme est celui de la famille
Rat sarcoma viral oncogene homolog (RAS) comprenant les génes K-RAS, H-RAS and N-RAS

(Barbacid 1987). Environs 30% des adénocarcinomes pulmonaires portent une mutation,

13
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touchant dans 80% des cas K-RAS (Slebos and Rodenhuis 1992). Ils activent des voies de
prolifération Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK), et des voies anti-apoptotiques
Phosphatidyl Inositol 3 Kinase (PI3K) (Downward 2003). Ces voies de signalisation sont sous
la dépendance de I’EGFR. Elles nous intéresseront dans la suite de cette étude. K-RAS prédit la

résistance au traitement par les inhibiteurs de tyrosine kinase (Pao, Miller et al. 2005).

3.2.2. Geénes suppresseurs de tumeurs

Aussi appelés anti-oncogenes ils représentent une classe de geénes pour lesquels une perte
d’expression normale est impliquée dans le développement d’une tumeur maligne (Comings
1973). Ces geénes sont responsables de régulation négative du cycle cellulaire et induisent
I’apoptose. Dés lors leur inactivation va entrainer un déréglement de ces mécanismes et une
évolution tumorale. Contrairement aux proto-oncogénes une altération des 2 alleles est
nécessaire a I’obtention d’une perte d’activité.

Comme pour les proto-oncogenes, les événements génétiques a 1’origine de la perte de fonction
peuvent étre des mutations ponctuelles, des délétions, I’insertion.

Parmi les genes suppresseurs de tumeur impliqués dans les CBNPC on retrouve PTEN, P53,

P16, FHIT, RASSFI1, RAR (Sanchez-Cespedes 2003).

Hormis les oncogénes et les geénes suppresseurs de tumeur, on notera qu’une altération des
deux alleles des geénes assurant le maintien de 1’intégrité du génome (qui nous protégent des
altérations génétiques provoquées par des agents toxiques ou rayons X, UV, hydrocarbures),
entraine une susceptibilité accrue aux cancers, par instabilité génétique (accumulation de

mutations conduisant a I’activation d’oncogenes ou a I’inactivation d’antioncogenes).

14
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3.3. Apoptose

L’apoptose est essentielle a I’élimination des cellules mutées ou transformées. Des lors il est
impératif pour la cellule tumorale de développer des mécanismes lui permettant d’échapper a
I’apoptose. L’échappement a I’apoptose est considéré comme une des caractéristiques des
cellules tumorales (Hanahan and Weinberg 2000). Nous décrirons dans ce paragraphe les
principales étapes du processus apoptotique ainsi que les principaux acteurs et son role dans la

pathologie tumorale.

3.3.1. Généralités

L’apoptose, ou suicide cellulaire, est une mort cellulaire programmée. Ce processus est
hautement contrélé par des mécanismes endogeénes et exogenes. L’apoptose se traduit par une
série de changements morphologiques comprenant, une rétraction cellulaire, une condensation
cytoplasmique, une margination et condensation de la chromatine, puis une fragmentation
nucléaire qui survient a un stade plus avancé. A un stade ultérieur, la cellule se morcelle et
libére des corps apoptotiques (fragments de cytoplasme entourés de membrane plasmique et
pouvant contenir de la chromatine) (Van Cruchten and Van Den Broeck 2002).

Le processus apoptotique est avant tout un processus physiologique. Il est impliqué, entre
autres, dans la morphogenese des doigts (Wood, Turmaine et al. 2000) dans la mise en place
du systeme nerveux (Clarke, Posada et al. 1998) ou dans I'homéostasie tissulaire chez 1’adulte
(renouvellement des kératinocytes de la peau) (Weil, Raff et al. 1999).

L’apoptose permettra aussi I’élimination des cellules endommagées par un stress oxydatif ou
oncogénique, par des altérations génétiques, par un choc thermique ou par des agents
thérapeutiques cytotoxiques comme la chimiothérapie, l'irradiation aux rayons-y ou
I'immunothérapie (Kaufmann and Earnshaw 2000; Herr and Debatin 2001; Johnstone, Ruefli et

al. 2002).

15
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Concernant le cancer, I’apoptose intervient dans la réponse immune anti-tumorale qui permet
I’élimination des cellules tumorales reconnues comme cellules du non-soi. Ce processus fait
intervenir les lymphocytes T cytotoxiques (Barry and Bleackley 2002; Pinkoski and Green
2002; Catros-Quemener, Bouet et al. 2003)

Outre son intervention dans différents processus physiologiques et dans 1’élimination des
cellules altérées, 1’apoptose peut étre impliquée dans le développement de différentes
pathologies par deux mécanismes.

- Un exces d'apoptose : peut provoquer des pathologies neuro-dégénératives comme la maladie
d'Alzheimer (Mattson 2004) ou la maladie de Parkinson (Tatton, Chalmers-Redman et al.
2003)

- Un déficit apoptose : peut favoriser la survie et la croissance de cellules anormales pouvant

conduire au développement ou a la progression des tumeurs (Thompson 1995; Reed 1999).

3.3.2. Les voies de signalisation apoptotiques

Chez les mammiferes, deux voies majeures de signalisation apoptotiques ont été décrites : la
voie extrinseque initiée par les récepteurs a domaine de mort, et la voie intrinseque impliquant

la mitochondrie.

La voie extrinséque : Cette voie impliquée dans la réponse cellulaire immune (Ashkenazi and

Dixit 1998) ou dans la réponse a un stress génotoxique (Micheau, Solary et al. 1999; Debatin
and Krammer 2004) est aussi appelée voie des récepteurs de mort. Elle fait intervenir des
récepteurs transmembranaires (TNF-R1, Fas/CD95/Apo-1/DR2, TRAIL-R1/DR4, TRAIL-
R2/DRS5) appartenant a la famille des récepteurs au Tumor Necrosis Factor (TNF). Ces
récepteurs possédent une région intracytoplasmique appelée domaine de mort (DD pour Death

Domain), qui permet le recrutement d'autres protéines et la propagation du signal de mort
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(Ashkenazi and Dixit 1998; Bodmer, Holler et al. 2000; Peter and Krammer 2003).

L'activation de ces récepteurs se fait par leurs ligands respectifs et conduit a l'induction de
'apoptose. La fixation du ligand permet le recrutement par les domaines DD de la protéine
adaptatrice Fas-Associated Death Domain (FADD). FADD, posséde un domaine effecteur de
mort (DED) au niveau de son extrémité N-terminale qui stimule le recrutement des caspases
initiatrices -8 ou -10. Le complexe multiprotéique ligand, récepteur, FADD et caspase-8/-10
porte le nom de DeathInducingSignallingComplex (DISC). Le recrutement de la caspase 8 (ou
caspase 10) au sein de DISC permet son activation par autoclivage. Ceci aura pour effet de
provoquer le déclenchement de la cascade de caspases effectrices en aval.

La caspase 8 peut également cliver BH3 interacting domain death agonist (BID membre pro-
apoptotique de la famille BCL2) (Li, Zhu et al. 1998). BID activé migre a la mitochondrie ou,
en s’associant avec BCL2-associated X protein (BAX, membre pro-apoptotique de la famille
BCL2), elle active la voie intrinséque mitochondriale (Yin 2000). Un  résumé de  ces

évenements est présenté dans la Figure 4.
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Figure 4. Les deux grandes voies apoptotiques. Deux voies alternatives conduisent a la mort cellulaire par
apoptose. La voie extrinséque passant par les récepteurs de mort et la voie intrinséque mettant en jeu le relargage
de facteurs proapoptotiques par la mitochondrie. L'activation de ces voies conduit a l'activation d'une voie
effectrice commune. Dans la voie extrinséque, des caspases initiatrices (-8 et -10 pour la voie extrinséque et -9
pour la voie intrinséque) sont activées en amont. Ces caspases initiatrices activent les caspases effectrices qui
clivent a leur tour, différents substrats, induisant la mort cellulaire. Les deux grandes voies sont connectées par
l'intermédiaire d'un membre proapoptotique de la famille BCL-2 (BID) et se rejoignent au niveau de ’activation
de la caspase-3. Adaptée d'apres (Shivapurkar, Reddy et al. 2003).

La voie intrinséque mitochondriale : la voie mitochondriale fait intervenir des changements

de perméabilité des membranes mitochondriales internes et externes.

Les modifications de perméabilité membranaire font appel aux protéines de la famille BCL-2
qui peuvent étre pro-apoptotiques (BAX ou BCL2 homologous antagonist/killer BAK) ou anti-
apoptotiques (BCL2) (Fesik 2005).

La survenue de divers événements intracellulaires (Iésions de I’ADN, stress oxydant, choc

thermique ou osmotique, lipides oxydés, calcium) provoque 1’oligomérisation de BAX et BAK.
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Le complexe s’inserera dans la membrane mitochondriale pour former le pore de perméabilité
transitoire. L’ouverture de ce pore conduit a la libération dans le cytoplasme de protéines
mitochondriales. Le cytochrome ¢ libéré par la mitochondrie s’associe avec la protéine APAF-
1 (ApoptoticProteaseActivating Factor 1) et la procaspase-9 pour former un complexe
multiprotéique appelé apoptosome (Adrain and Martin 2001). Au sein de I’apoptosome, la
procaspase-9 sera clivée. Ainsi activée, la caspase 9 va par clivage activer la caspase effectrice
3 a l’origine des dommages conduisant a la mort cellulaire (Riedl and Shi 2004) Figure 4.

Hormis le cytochrome ¢, la mitochondrie libérera aussi la protéine Apoptsis Inducing Factor
(AIF) et I’endonucléase G (Susin, Lorenzo et al. 1999; Li, Luo et al. 2001) jouant un role dans
la condensation de la chromatine et la fragmentation de 'ADN. Ces évenements cellulaires

induiront I’apoptose des cellules indépendamment des caspases.

Les membres de la famille BCL2 jouent un role clé dans le déroulement de cette voie mais
aussi dans sa régulation. Cette famille comprend 20 membres contenant tous au moins un
domaine BCL2 Homlogy (BH) (Cory and Adams 2002). Ces membres peuvent étre regroupés
selon leur activité anti-apoptotique (BCL2, BCL-XL, BCL-W, Al) ou pro apoptotique (BAX,
BAK, Mtd/BokBik, BAD, BID et BIM).

Les facteurs anti-apoptotiques de la famille BCL2 empécheront ’apoptose en formant des
hétérodiméres avec les membres pro-apoptotiques afin d’empécher leur oligomérisation entre
eux et donc leur insertion mitochondriale.

Hormis les membres anti-apoptotiques de la famille BCL2, d’autres protéines sont capables
d’inhiber I’activité des membres pro-papoptotiques par interaction avec eux. Nous retiendrons
pour la suite de ce travail ’interaction de la protéine « X-ray repair complementing defective

repair in Chinese hamster cells 6 » (Ku70) (Cohen, Lavu et al. 2004) avec BAX. Cette
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interaction est responsable de la séquestration de BAX dans le cytosol, inhibant ainsi

I’apoptose.

3.3.3. Les Cysteinyl aspartic acid-protease : caspases

Comme nous I’avons vu, les Cysteinyl Aspartic Acid-Protease (caspases) jouent un role clé
dans le déroulement de 1’apoptose. Elles sont caractérisées par trois domaines : une grande sous
unité, qui porte le site actif (QACXG), une petite sous unité carboxyterminal et un prodomaine
aminoterminal de taille variable permettant leur classement. Les capsases 1- 2- 4- 5- 8- 9- 10
portent un prodomaine long, tandis que les caspases 3-6-7 portent un prodomaine court
(Stennicke and Salvesen 2000).
Ces protéases synthétisées sous forme de pro-caspases doivent étre clivées au niveau de résidus
aspartate pour générer une enzyme active. Ce clivage peut étre le résultat d’une autoprotéolyse,
de I’action d’une autre caspase ou encore de protéases avec une affinité pour ces résidus
aspartate. (Creagh, Conroy et al. 2003).
On distingue deux groupes de caspases
- Les caspases initiatrices de I’apoptose (-2, -8, -9 et -10), qui portent un long
prodomaine. Elle possédent des motifs d’interaction protéine-protéine appelés «
Caspase Activation and Recruitment Domain » (CARD) et des domaines effecteurs de
mort « Death Effector Domain » (DED) aussi retrouvés chez les effecteurs activant les
caspases (Earnshaw, Martins et al. 1999). Ces domaines jouent un rdle dans
’activation et la régulation des caspases.
- Les caspases effectrices (-3, -6, et -7) qui portent un prodomaine plus court sont

responsables du « démantelement » de la cellule (Creagh, Conroy et al. 2003).
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L'activation des caspases passe par un double clivage de la procaspase au niveau de résidus
aspartate. Apres perte du prodomaine, deux grandes sous-unités vont pouvoir s’assembler en
hétérodimeres avec deux petites sous-unités, pour constituer la caspase active.

De fagon générale, les caspases initiatrices sont capables de s'autoactiver et d'activer les
caspases effectrices grace a leurs domaines (Creagh, Conroy et al. 2003). De plus, certaines
caspases effectrices, comme la caspase-3, sont capables en retour de cliver les caspases
initiatrices, comme la caspase-9, suggérant l'existence d'une boucle d'autoamplification
nécessaire au développement du processus apoptotique.

Une fois activées, les caspases vont cliver des substrats spécifiques. Cette protéolyse est
responsable de modifications morphologiques et biochimiques caractéristiques des cellules en
apoptose (inactivation des protéines anti-apototiques, dégradation des protéines de structure,

dégradation des protéines de jonction) (Adrain and Martin 2001).

Asp Asp
Prodomaine l Grande sous-unité QACXG lPetite sous-unité
I- . I i Procaspase

inactive

Caspase
inactive

APOPTOSE

Figure 5. Structure et mode d'activation des caspases : Les procaspases sont constituées de trois parties : un
prodomaine N-Terminal suivi d'une grande sous-unité et d'une petite sous-unité. Le site actif de I'enzyme
(QACXG), se situe au niveau de la grande sous-unité. L'activation des caspases (auto-activation ou activation par
les caspases effectrices) nécessite un clivage entre les deux sous-unités et 1'élimination du prodomaine suivi de
l'assemblage en hétérodimeres qui vont former la caspase active. Les caspases sont des protéases hautement
spécifiques qui clivent leurs substrats aprés un résidu aspartate (Asp).
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3.3.4. Apoptose et cancer :

Comme nous 1’avons décrit précédemment I’inhibition de I’apoptose est une étape clé dans le
processus tumoral. Nous présenterons ici a I’aide d’un exemple (P53) le lien entre gene
suppresseur de tumeur ou oncogene et inhibition de 1’apoptose.

P53 joue un réle prépondérant dans I’apoptose induite suite aux dommages irréparables de
I’ADN produits par les agents cytotoxiques. En réponse a des stress génotoxiques, P53 subit
des modifications post-transcriptionnelles. La protéine ainsi stabilisée va s’accumuler dans le
noyau ou elle régulera I’expression de divers geénes. Parmi ces cibles, on retrouve les protéines
pro-apoptotiques de la famille BCL2 (BAX, BID, NOXA et PUMA) (Chipuk and Green 2006).
En parallele de ce mécanisme, P53 réalise 1’activation de BAX au niveau du cytoplasme
(Miyashita, Krajewski et al. 1994; Miyashita and Reed 1995). D’autre part, P53 posséde un rdle
inducteur pour APAF-1 et un role répresseur pour BCL2.

Dans un tel contexte nous comprendrons facilement que toute mutation du géne de la protéine

P53 puisse provoquer un échappement de la cellule tumorale a 1’apoptose.

4. CLASSIFICATION DES CANCERS DU POUMON

Il existe différentes classifications qui permettent de caractériser les cancers du poumon. Les
deux organismes proposant une classification sont :
- L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) : classification basée sur les
caractéristiques histologiques de la tumeur.
- Union for International Cancer Control (UICC) : établissement de la classification TNM
basée sur des caractéristiques pathologiques.
Depuis 2011, I’International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC) propose une

nouvelle classification spécifique des adénocarcinomes pulmonaires, ces derniers représentant
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le type histologique le plus fréquemment rencontré (Travis, Brambilla et al. 2011). Ce travail
s’inscrit dans la nécessit¢ d’une approche pluridisciplinaire dans le diagnostic de la pathologie,
notamment en prenant en compte les importantes avancées de ces derni¢res années dans la
connaissance des adénocarcinomes bronchiques.

De telles classifications servent a choisir les protocoles thérapeutiques a mettre en place, a
préciser le pronostic et a adapter la thérapeutique. Ces classifications permettent aussi la

formation de groupes de malades homogenes utilisés lors d’études cliniques.

4.1.Classification histologique selon I’OMS

La classification de I’OMS est basée sur les résultats des examens anatomopathologiques. Elle
permet de caractériser les différents cancers pulmonaires selon des critéres histologiques
simples, de maniere a étre reproductible et donc utilisable par tous les pathologistes (Beasley,
Brambilla et al. 2005). Ces données seront ensuite associées et exprimées sous forme de grades
de différentiation tumorale :

- GRADE I : tumeur peu différenciée

- GRADE II : tumeur moyennement différenciée

- GRADE I : tumeur fortement différenciée
Concernant les tumeurs pulmonaires, la classification de ’OMS de 2004 (Beasley, Brambilla et
al. 2005) définit toutes les entités histologiques ainsi que les critéres diagnostiques. Deux
catégories de tumeurs malignes sont reconnues : les cancers broncho-pulmonaires a petites
cellules (CBPC 15 a 25% des carcinomes broncho-pulmonaires) et les cancers broncho-
pulmonaires non a petites cellules (CBNPC 75 a 85% des carcinomes broncho-pulmonaires)
(Herbst, Heymach et al. 2008). Cette dernic¢re catégorie est composée de plusieurs sous-types
histologiquement définis (les carcinomes épidermoides, les adénocarcinomes, les carcinomes a

grandes cellules) (ANNEXE I).
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4.2. Classification pathologique TNM (pTNM) selon I’UICC

La classification TNM (ANNEXE II) repose sur I’évaluation de 3 criteres :
- T : taille de la tumeur primitive ou envahissement tissulaire local
- N : atteinte locorégionale ganglionnaire (« Nodes »)
- M : présence ou absence de métastase a distance
Elle permet d'apprécier le stade histopathologique d'extension d'une tumeur (pTNM) grace a
des examens anatopathologiques de la pi¢ce tumorale et des ganglions, ainsi que des examens
d’imagerie obtenus lors du bilan d’extension. Elle associe donc des ¢léments microscopiques et
macroscopiques.
Contrairement a la classification OMS basée uniquement sur des criteéres du site primaire de la
tumeur, la classification pTNM intégre 1’atteinte tumorale a échelle de I’organisme.
Dans le but de simplifier son utilisation, les catégories peuvent tre regroupées, ce qui donne
lieu a une classification par stade anatomique. (Tableau 2)
- Stade 0 : Cancer in situ (non invasif)
- Stade I : Invasion trés localisée, sans métastase a distance
- Stade II : Extension limitée localement et/ou atteinte ganglionnaire satellite minime
- Stade III : Atteinte locale importante et/ou atteinte ganglionnaire satellite majeure

- Stade IV : Tumeur avec métastase(s)
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Tableau 2. Correspondance entre la classification TNM et les stades anatomiques. Adapté d apres
(Goldstraw, Crowley et al. 2007).

Cette classification a évolué au fil des années. Sa 7°™ édition datant de 2009 a permis de
réviser la distribution des sous-groupes, de créer de nouveaux sous-groupes permettant une
meilleure approche des données épidémiologiques. En effet, la comparaison de ces données
basées sur la 6" édition et celles basées sur la 7°™ édition a permis de mettre en évidence des

différences significatives, notamment en terme de survie (Klikovits, End et al. 2011), grace a

une meilleure caractérisation des atteintes néoplasiques des patients.

5. DIAGNOSTIC ET PRISE EN CHARGE THERAPEUTIQUE
DU CANCER BRONCHIQUE NON A PETITES CELLULES

Les signes cliniques rencontrés chez les patients atteints de cancers ne sont pas constamment
présents et sont non spécifiques de la pathologie cancéreuse pulmonaire. Sa découverte peut
quelques fois se faire de maniére fortuite au cours d’examens médicaux ou biologiques. Le

diagnostic de cancer fait appel a des techniques d’imageries (radiodiagnostic, imagerie
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nucléaire), ainsi qu’a la biologie (marqueurs tumoraux...). Ce sont les résultats des examens
anapathologiques qui confirmeront le diagnostic.

Le traitement des CBNPC dépend tout d’abord du type histologique (classification OMS) ainsi
que de la classification pTNM d’extension de la maladie. La prise en charge des CBNPC peut
s’appuyer sur la chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie. L’association ou non de ces
traitements dépend du stade de la maladie (Tableau 3). Cependant d’autres critéres tels que
I’age du patient, I’état général du patient (évalué par le score de performance (PS)), I’état de la
fonction cardiaque, respiratoire ou encore rénale doivent étre pris en compte dans la stratégie

thérapeutique (InCa, 2010).

Tnm Radisthérapie Chin?mﬂ?éra-pwj
ou thérapie ciblée

Stads |A T1 HO
Stada |B T2 HO

T2
Stade ||

T3 HD
Stade | ou Il
Hon opérable
Stade 1114 T1,3 N2

T4 MO,

Tous T, N3

Stada |1IB

T4, 112
Stade [V® Tous T, H, M1

E modalité thérapeutique de référance, systématique (sauf si contre-indication) ;

O selon les situations : peut 6tre parfois envisagde, en association au traitement de référence,

Tableau 3. Modalité thérapeutique de prise en charge du cancer du poumon non a petites cellules.
(InCa, 2010).
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La chirurgie :

La chirurgie est a I’heure actuelle le traitement des cancers bronchiques le plus efficace
(Martini 1990; Shields 1993; Parente Lamelas, Abal Arca et al. 2012). Elle concerne environ
un patient sur quatre. En fonction des cas on retrouve :

La lobectomie pour les cancers périphériques de stade NO ou NI1. Les résections limitées a
moins d'un lobe sont considérées comme insuffisantes.

La pneumectomie (exérése d’un poumon) pour les cancers centraux avec atteinte hilaire ou
scissurale, ainsi que pour les cancers périphériques avec dépassement scissuralet/ou métastases

ganglionnaires hilaires ou scissurales.

La radiothérapie :

La radiothérapie a montré son efficacit¢ dans le traitement des CBNPC (Dautzenberg and
Choukroun, 1998). Plusieurs indications sont envisageables :

La radiothérapie exclusive, pour les cancers de stade I et II cliniquement inopérables et de
diamétre inférieur a 5 cm.

La radiothérapie adjuvante, associée a la chirurgie si la résection est incompléte ou associée a la

chimiothérapie dans le traitement des tumeurs inopérables et localement avancées.

La chimiothérapie anti-cancéreuse :

Son action systémique en fait un traitement de choix pour les cancers non opérables, dans les
maladies disséminées ou a haut risque de dissémination.

La sensibilité a ces traitements varie de fagon trés importante en fonction du type histologique
de la tumeur avec un taux de réponse moyen de l'ordre de 30% (Vignot and Besse 2007). De
manicre générale ces traitements présentent une forte toxicité. Dés lors, avant leur utilisation, le

rapport entre la toxicité et le bénéfice attendu pour un patient doit étre examiné.
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La monochimiothérapie n'a que peu d'intérét. Ces thérapeutiques anticancéreuses sont
généralement associées au sein de protocoles de polychimiothérapie. Les molécules utilisées
ont des mécanismes d'action différents.
Actuellement le traitement standard est une bithérapie associant un sel de platine, cisplatine
(CISPLATYL®) ou carboplatine (PARAPLATINE®), a :

- Lavinorelbine (NAVELBINE®) si une cure de radiothérapie concomitante est prévue,

- La gemcitabine (GEMZAR®) ou du paclitaxel (TAXOL®) en absence de radiothérapie

(Schiller, Harrington et al. 2002).

De nombreux autres protocoles existent et permettent une prise en charge adaptée du patient.

Outre ces thérapies conventionnelles une nouvelle famille de molécules appelée « thérapies
moléculaires ciblées" a vu le jour ces derniéres années. Ces traitements ciblent spécifiquement
les voies responsables de la croissance, de la prolifération ou encore de I’angiogenése tumorale
et épargnent le tissu sain. L'utilisation de ces nouveaux médicaments permet d'améliorer les
taux de réponse et la survie (Vignot and Besse 2007).

Dans le traitement du CBNPC nous retiendrons 1’utilisation bevacizumab (AVASTIN®) qui
agit sur I’angiogenese tumorale. Le bevacizumab (AVASTIN®) est un anticorps monoclonal
anti-VEGF, utilis¢ dans le cancer bronchique en association avec une chimiothérapie par
paclitaxel-carboplatine (Reck and Crino 2009; Stinchcombe and Socinski 2009).

L'EGFR, qui sera présenté dans la Partie II, est également une des cibles des thérapies
moléculaires ciblées. Les traitements ciblant ’EGFR sont aujourd’hui utilisés dans les CBNPC.
En effet aujourd’hui le gefitinib est indiqué en premiére intention chez les patients porteurs de
mutations activatrices de I’EGFR dans le CBPNC. Cette classe thérapeutique sera détaillée

dans la Partie II.
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PARTIE II : LE RECEPTEUR DE L’EGF ET LE CANCER DU POUMON

L’EGEFR joue un role prépondérant dans la prolifération cellulaire, la survie ou la migration, en
faisant ainsi un oncogéne majeur. Dés lors ce récepteur constitue une cible thérapeutique
privilégiée en cancérologie, et notamment dans les cancers broncho-pulmonaires.

Dans ce chapitre, aprés une présentation de la famille de I’EGFR, des ligands et des
mécanismes d’activation, nous détaillerons ses fonctions biologiques et son implication dans le
développement tumoral. Sur la base de ces informations, nous présenterons ensuite les
thérapies ciblant I’activité tyrosine kinase du récepteur et les mécanismes de résistances a ces

traitements.

1. LA FAMILLE DE L’EGFR : LIGANDS ET MECANISMES
D’ACTIVATION

L’EGFR est une glycoprotéine transmembranaire de 170 kDaltons a activité enzymatique de
type tyrosine kinase faisant partie des récepteurs de la famille Human Epidermal growth factor
Receptor (HER), encore appelé ERBB. Ces récepteurs jouent un rdle dans des processus
biologiques tels que la prolifération, la différenciation, le controle du métabolisme cellulaire, la
migration et la survie cellulaire. Chez les mammiféres, cette famille comprend quatre
récepteurs: ERBB1/HER1 ou EGFR, ERBB2/HER2, ERBB3/HER3 et ERBB4/HERA4.
L’EGFR fut le premier représentant de cette famille découvert (Carpenter, King et al. 1978).
Les récepteurs ERBB sont composés de trois domaines (Figure 6) :
- un domaine extracellulaire de 621 acides aminés contenant le site de liaison pour le
ligand (Warren and Landgraf 2006). Ce domaine extracellulaire est composé de 4

sous-domaines (I a IV) répétés 2 a 2, se succédant en alternance. Les domaines I et III,
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sont analogues a ceux de I’Insulin-like Growth Factor type-1 Receptor (IGF1-R) et
sont le siege de la fixation du ligand, d’ou leur dénomination L1 et L3.

- un domaine intracellulaire (ou cytoplasmique) de 542 acides aminés. Ce domaine
contient le domaine catalytique tyrosine kinase trés conservé entre les différents
récepteurs de la famille ERBB (59 a 81% d’homologie), un domaine juxta-
membranaire et une longue queue C-terminale (Burgess, Cho et al. 2003).

Le domaine juxta-membranaire joue un role prépondérant dans la régulation de
I’activité des récepteurs ERBB (Wells 1999).

La queue c-terminale posséde d’une part cinq sites de phosphorylation liant
spécifiquement les protéines contenant les domaines SH2 (SrcHomologydomain 2) ou
PTB (PhosphoTyrosineBinding), au moins trois motifs d’internalisation, et également
des sites pour I’activation protéolytique et la dégradation (Wells 1999).

- Un domaine transmembranaire hydrophobe de 24 acides aminés (Wells 1999).

Domaines

L1

CR1

L2

CR2

Milieu
Extracellulaire

Transmembranaire

C lasme r
e Juxtamembranaire

Tyrosine kinase

C-Terminal

Figure 6. Structure des récepteurs ERBB : Les recepteurs ERBBs comportent une partie extracellulaire
composée de 4 domaines, homologues deux a deux, ( les domaines L1 et L2 (I et III), sont le siége de la fixation
du ligand). On retrouve ensuite un domaine transmembranaire, un domaine juxtamembranaire suivi du domaine
tyrosine kinase et le domaine C-terminal qui peut étre phosphorylé sur plusieurs résidus tyrosine (Y). Adaptée
d’apres (Burgess, Cho et al. 2003).
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1.1. Les ligands (Figure 7)

Les récepteurs de la famille ERBB sont activés par fixation de leurs ligands. Ces ligands, au
nombre de douze, ont en commun de tous contenir une séquence EGF-like (Holbro and Hynes
2004). Ce sont de petits polypeptides d’environ 55 acides aminés qui sont synthétisés sous
forme de précurseurs membranaires et qui seront ensuite clivés par protéolyse (Massague and
Pandiella 1993). Cette protéolyse est réalisée par des métalloprotéases appartenant aux familles
A Disintegrin and Metalloproteinase domain (ADAM), en réponse a divers stimuli. On
retiendra ADAM 17, encore appelé TACE, qui permet la libération de I’AREG (Dulfty,
McKiernan et al. 2009).

Ces douze ligands sont regroupés en fonction de leur affinité pour les différents récepteurs de la
famille ERBB (Beerli and Hynes 1996). Dans le premier groupe on retrouve ’EGF, le TGF-a
et PAREG qui se lient spécifiquement a I’EGFR. Dans le second groupe les ligands
(Betacelluline (BTC), I’Heparin-Binding Epidermal Growth Factor (HB-EGF) et I’Epiréguline
(EPR)) se lient a ’EGFR et a ERBB4. Enfin le troisiéme groupe de ligands comprend les
neurégulines (NRG). Il est divisé en deux sous-groupes selon leur capacité a se lier d’une part a
ERBB3 et ERBB4 (NRG-1 et NRG-2) ou seulement a ERBB4 (NRG-3 et NRG-4) (Hynes and
Lane 2005). A I’heure actuelle aucun ligand du récepteur ERBB2 n’a pu étre identifié¢ (Citri,

Skaria et al. 2003).
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Famille des récepteurs ERBB
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Figure 7. Les récepteurs de la famille ERBB. La famille des récepteurs ERBB regroupe 4 récepteurs
transmembranaires a activité tyrosine kinase, EGFR, ERBB2, ERBB3 et ERBB4. La liaison des ligands induit la
formation d’homodimeéres et d’héterodimeres. Adaptée d’apres (Cooper, Viotides et al. 2011).

1.2. Les mécanismes d’activation

L’activation des récepteurs ERBB se fait par dimérisation en présence de leurs ligands. La
fixation du ligand va permettre 1’association de deux monomeres inactifs en un dimere actif.
On distingue plusieurs types de dimeres : ceux résultant de 1’association de deux sous-unités de
méme nature appelée homodimere, et les hétérodimeres résultant de 1’association de deux
monomeres différents. Le nombre de dimeres possibles, ainsi que le nombre de ligands
existants, offrent une grande variété de signaux cellulaires.

L’activité biologique résulte de D’activité tyrosine kinase intracellulaire du récepteur. La

dimérisation de ces derniers permet 1’autophosphorylation des résidus tyrosine au niveau de
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leur extrémité C-terminale (Olayioye, Neve et al. 2000). L autophosphorylation des tyrosines
des récepteurs ERBB est importante pour le recrutement et 1’activation de nombreux effecteurs.
Les effecteurs recrutés sont de nature protéique, et peuvent étre des protéines adaptatrices
(SHC, CRK, GRB2) ou des kinases (SRC). Ces protéines grace a leurs domaines SH2 ou PTB
se lient au site d’autophosphorylation des récepteurs ERBB ou elles seront a leur tour
phosphorylées. De 1a va se produire, via une cascade phosphorylation, I’activation de diverses
voies de signalisation intracellulaire (Olayioye, Neve et al. 2000).

Parmi les différentes voies induites, les principales sont la voie RAS/MAPK et la voie des PI3K
(Hynes and Lane 2005) (Figure 8). Dans la suite de ce travail nous étudierons leur role dans la

résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinase de I’EGFR.
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Figure 8. Représentation schématique de la distribution de I’information issue de I’activation de I'EGFR.

Adaptée d'apres (Busser, Sancey et al. 2011).
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2. LES FONCTIONS DE L’EGFR

2.1. Roles physiologiques

Comme décrit précédemment, I’activation des voies de signalisation va permettre le
recrutement de nombreux facteurs de croissance impliqués dans la différenciation, la croissance
ou encore le controle du métabolisme cellulaire. Des effets anti-apoptotiques ont également pu
étre mis en évidence (Normanno, De Luca et al. 2006) (Figure 8).

D’autre part, il a ét¢ montré qu’une perte de L’EGFR entraine une mort embryonnaire ou
périnatale avec des malformations dans divers organes tels que le cerveau, la peau, les
poumons, les intestins (Olayioye et al 2000). Hormis son role dans le développement
embryonnaire, I’EGF et son récepteur interviennent dans le renouvellement de cellules souches
des tissus normaux tels que le foie, la peau ou les intestins.

Grace a I'utilisation de souris Knock Out (KO), les réles de ’EGFR dans le développement
embryonnaire et dans la physiologie de I’adulte ont pu étre mis en lumiere. Une telle délétion
provoque un retard du développement embryonnaire et un taux de mortalité élevé. Les
nouveau-nés meurent alors souvent de problémes respiratoires entre 8 et 21 jours. Ils présentent
des signes de prématurité, des dysfonctionnements cérébraux, ainsi que de nombreuses
anomalies épithéliales de la peau, des poumons, du tractus gastro-intestinal et des reins

(Miettinen, Berger et al. 1995; Sibilia and Wagner 1995; Threadgill, Dlugosz et al. 1995).

2.2. Roéle dans la tumorigénése pulmonaire

Etant impliqué dans la régulation de la prolifération cellulaire ainsi que dans la motilité, on
comprendra facilement que tout déséquilibre dans le systétme EGFR/ligand entrainant une

augmentation du signal peut conduire a une transformation néoplasique.
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L’EGFR contribue au développement tumoral via ces effets sur la progression dans le cycle
cellulaire, I’inhibition de I’apoptose, I’induction de I’angiogénese (Herbst and Bunn 2003). Des
dérégulations du systtme EGFR sont fréquemment retrouvées dans différentes formes de
cancer humain (Prenzel, Fischer et al. 2001; Arteaga 2002).

Plusieurs mécanismes sont a I’origine de la dérégulation de ’EGFR:

La surexpression des ligands (tel que le TGF a, ’EGF, I’AREG). Ces ligands sont surexprimés

de maniere autocrine par la tumeur aboutissant & une activation constitutive du récepteur
(Salomon, Brandt et al. 1995). Ce mécanisme est retrouvé dans un grand nombre de tumeurs
solides, y compris le poumon (Umekita, Ohi et al. 2000).

La surexpression de ' EGFR :

Prés de 60 a 80% des CBNPC surexpriment 'EGFR a la surface des cellules (Garcia de
Palazzo, Adams et al. 1993; Rusch, Baselga et al. 1993). Cette surexpression peut étre due a
une amplification génique ou encore a des modifications post-traductionnelles. Ce mécanisme
engendrera une prolifération et une migration cellulaire incontrolées. La relation entre la
surexpression de ’EGFR et 1’agressivité tumorale, a pu étre mise en évidence dans de
nombreux cancers comme les CBNPC, les cancers de la téte et du cou, du sein, de la vessie, de
I’ovaire (Velu 1990; Strawn and Shawver 1998). Il a été montré que dans le cancer du poumon
non a petites cellules la surexpression de I’EGFR est associée a une plus grande incidence des
métastases ganglionnaires et a un mauvais pronostic (Volm, Drings et al. 1993; Hirsch, Varella-
Garcia et al. 2003).

Des mutations de ’EGFR :

Des mutations du gene de ’EGFR dans les cancers humains sont retrouvées de fagon fréquente.
Ces mutations peuvent toucher le domaine extracellulaire, le domaine intracellulaire et des

mutations dans le domaine tyrosine kinase.
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Dans le cas du cancer du poumon, deux mutations fréquentes affectent la région codant pour le
domaine a activité tyrosine kinase. Ces mutations consistent en une délétion touchant la
séquence conservée de 4 acides aminés LREA dans I’exon 19 et la séquence L858R de I’exon
21 (Pao and Miller 2005; Shigematsu, Lin et al. 2005; Shigematsu, Takahashi et al. 2005). Ces
mutations conduisent a une autophosphorylation du récepteur et ainsi une activation
constitutive de ce dernier (Greulich, Chen et al. 2005; Okabe, Okamoto et al. 2007). Des
mutations activatrices de la tyrosine kinase de 1'EGFR ont été décrites dans 16% des
adénocarcinomes.

L ’hétéerodimeérisation EGFR :

Comme décrit précédemment, les récepteurs de la famille ERBB peuvent former des
hétérodimeres comme EGFR et ERBB2 par exemple. En comparaison des autres combinaisons
possibles cet hétérodimere semble posséder la plus grande capacité a induire la transformation
cellulaire et la mitose (Zandi, Larsen et al. 2007). Un hétérodimeére EGFR/IGF1-R a été decrit
comme ¢étant impliqué dans la résistance aux traitements anti-EGFR (Morgillo, Woo et al.
2006)

La régulation défectueuse de '’ EGFR :

Une signalisation aberrante de I’EGFR, due a des altérations des mécanismes de régulation, est
liée a la transformation cellulaire. La régulation de ’EGFR est un mécanisme par lequel la
signalisation de I’EGFR est attenué¢e. Elle implique I’internalisation et la dégradation du
recepteur. Le domaine cytosolique possede des sites de liaison specifiques a la proteine c-Cbl.
Cette proteine se lie aux sites specifiques phosphorilés et permet ainsi la dégradation
lysosomale du recepteur. La perte des domaines de liaison de cette protéine entraine un défaut

du recyclage de I’EGFR (Zandi, Larsen et al. 2007).
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3. Les thérapies anti-EGFR dans le cancer bronchique non a petites
cellules : EGFR-TKI

L’implication de ’EGFR dans la tumorigénése en fait une cible thérapeutique de choix pour le
traitement des cancers.
Les ¢études réalisées dans le but de développer des thérapies ciblant ’EGFR ont permis la mise

sur le marché de deux familles thérapeutiques :

- Les anticorps monoclonaux, représentés par le cetuximab (ERBITUX®) et le
panitumumab (VECTIBIX®), qui inhibent de fagon compétitive la fixation du ligand.

N’ayant pas d’indication dans le cancer du poumon cette famille ne sera pas présentée.

- Les inhibiteurs de la tyrosine kinase de I'EGFR (EGFR-TKI), représentés par le
gefitinib (IRESSA®) et I’erlotinib (TARCEVA®) qui inhibent I’activité tyrosine kinase

du récepteur.

Les EGFR-TKI bloquent de fagon réversible ou irréversible la fixation de I’ATP au sein de la
poche a ATP du récepteur. L’ATP est utilisé par le récepteur comme cofacteur fournisseur de
groupements phosphate dans 1’étape de phosphorylation des différents substrats. Les EGFR-

TKI empéchent donc la phoshorylation de ’EGFR et les cascades de phosphorylation en aval.

Ce travail portant sur les mécanismes de résistance aux EGFR-TKI, nous présenterons les deux
représentants de cette famille (gefitinib, erlotinib), puis les mécanismes de résistance a ces

traitements passant par I’AREG.
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3.1. Relation structure activité

L’inhibition des récepteurs ERBB en tant qu’approche thérapeutique dans le cancer a été
proposée il y a 15 ans. Lors des premier travaux menés sur I’inhibition de ERBBI, la plupart
des composés chimiques développés ne présentaient qu'une faible spécificité pour le récepteur
et une faible activité antitumorale (Lawrence and Niu 1998; Fry 2003).

L’identification du pharmacophore 4-anilinoquinazoline fut une réelle avancée en termes
d’activité et de spécificité (Ward, Cook et al. 1994). En effet des études in vitro permirent de
démontrer la capacité du pharmacophore a inhiber 1’activité tyrosine kinase de I’EGFR ainsi
que la prolifération cellulaire (Ward, Cook et al. 1994). Par la suite des études de relation
structure/activité du noyau quinazoline permirent d’améliorer les propriétés physico-chimiques,

I’activité pharmacologique et de réduire I’instabilité métabolique (Figure 9)

Un groupement plus
encombrant augmente
Indispensable pour conformation / l'inhibition HER2.
bioactive—Bintinttion-dactiviié
drastique si méthylé. R2
Un substituant nucléophile \
augmente |'activité, Un alkylant Petit groupement lipophile et
pour avoir un inhibiteur H\N R‘/%ctmphile qui augmente
1

irréversible \ I'inhibition de TIEGFR.
"R

3
A
3 N Interaction avec Thr766 ou Thr830
Diminution d'activité si remplacé par C
[{]/ Remplacement par C-CN possible
" R, I Interaction avec GIn767
| Diminution de l'inhibition si substitué
Un substituant nucléophile
augmente I'activité Perle d'aclivité . . .
si substitué Forme une liaison hydrogene capitale

avec le NH de Met769
Perte d’activité si remplacement

Figure 9. Présentation de la relation structure-activité des 4-anilinoquinazolines. Adaptée d’apres (Fry 2003).
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3.2. Le gefitinib

Le gefitinib (ZD 1839, IRESSA®) est un dérivé des 4-anilinoquinazolines administré par voie
orale. Ce médicament est soumis a prescription hospitaliere réservée aux spécialistes en
oncologie ou en hématologie ou aux médecins compétents en cancérologie. Ce médicament,
ayant obtenu 1’Autorisation de Mise sur le Marché¢ (AMM) Européenne en juin 2009, est
indiqué chez les adultes dans le traitement du CBNPC localement avancé ou métastatique avec

une mutation activatrice de ’EGFR (HAS, 2009).

3.2.1. Parametres pharmacocinétiques

Les études pharmacocinétiques chez le volontaire sain agé de 18 a 62 ans ont montré un pic
plasmatique (Cmax) entre 3 et 7h aprés I’administration, avec une ¢limination compléte a 28 h
(Swaisland, Laight et al. 2001). La biodisponibilité absolue moyenne de cette molécule prise
par voie orale est de 59 % chez les patients cancéreux.

Le gefitinib est excrété principalement via les féces sous forme métabolisée avec une
¢limination rénale de seulement 4% de la dose administrée. Les études in vitro montrent que la
voie principale d’élimination passe par le métabolisme hépatique du gefitinib par le cytochrome
P450 (CYP450) (principalement par CYP3A4, avec un role mineur des CYP3AS et CYP2D6)
(Swaisland, Cantarini et al. 2006). Par conséquent les inducteurs ou inhibiteurs de ce
cytochrome comme la rifampicine, 1’itraconazole peuvent influencer la pharmacocinétique de
cette drogue (Swaisland, Ranson et al. 2005).

La biodisponibilité plasmatique du gefitinib pourrait étre réduite par les molécules augmentant
le pH gastrique tels que les inhibiteurs de la pompe a protons ou les antagonistes des récepteurs

H2 a I’histamine (D’Incecco and Federico 2011)
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3.2.2. Etudes cliniques

L’activit¢ du gefitinib chez les patients présentant un CBNPC a été évaluée dans de
nombreuses ¢tudes. Nous retiendrons les essais de phase II (Iressa Dose Evaluation in
Advanced Lung Cancer: IDEAL 1 et 2). Ces ¢tudes ont montré une importante activité anti-
tumorale dans le CBNPC chez les patients ne répondant pas a une ou plusieurs lignes de
chimiothérapie (a base de sels de platine et de docétaxel) (IDEAL Fukuoka, Yano et al. 2003)
IDEAL-2 (Kris, Natale et al. 2003). Ces ¢études mettent en avant 1’efficacité et 1’équivalence
des posologies aux doses de 250 mg ou 500 mg par jour de gefitinib. En raison de la meilleure
tolérance d’une dose plus faible, la posologie de 250mg par jour fut retenue pour I’AMM.

Les ¢études INVITE et SIGN de phases Il suggerent une équivalence en termes d’efficacité du
gefitinib comparé a une monothérapie conventionnelle. Dans 1’é¢tude INVITE 196 patients
présentant un CBNPC a un stade avancé et n’ayant pas recu de chimiothérapie au préalable
furent traités par vinorelbine ou gefitinib (Crino, Cappuzzo et al 2008). Cette étude montre une
équivalence en termes de survie et d’efficacité entre ces deux traitements avec une meilleure
tolérance du gefitinib. L’étude SIGN, regroupant 141 patients, compare le gefitinib au
docétaxel utilisé en deuxieme ligne de traitement (Cuffer, Vrdoljak et al 2006). Les résultats de
cette étude montraient une efficacité et une activité similaire du gefitinib et du docétaxel, avec
une tolérance au traitement en faveur du gefitinib.

De nombreuses études de phase III utilisant le gefitinib seul ou en association ont ét¢ menées.
Dans ces études les patients n’étaient pas sélectionnés sur la présence de mutation activatrice.
L’¢tude INTEREST comparant le gefitinib au docétaxel chez 1466 patients atteints d’un
CBNPC ne montre aucune différence en termes de survie entre les deux traitements dans la
population générale. Toutefois cette étude mettait en avant un bénéfice chez les patients portant
une mutation activatrice de ’EGFR (Kim, Hirsch et al 2008). Des résultats similaires ont été

retrouvés dans 1’¢étude japonaise V-15-32.
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Une ¢tude randomisée réalisée sur 1692 patients (ISEL) a comparé le gefitinib en 2e ou 3e
ligne de traitement a des soins de support chez des patients atteints de CBNPC a un stade
avancé. Cette étude n’a pas montré d’amélioration de la survie chez les patients traités par
gefitinib (Thatcher, Changet al. 2005). L’analyse des sous-groupes de cette étude a révélé
cependant une amélioration de la survie chez les femmes, les non-fumeurs, les patients
d’origine asiatique. Des études prospectives de phase II ont montré chez les patients porteurs de
mutation de I’EGFR et traités par gefitinib, un taux de survie sans progression dépassant 9 mois
dans 90% des cas (Asahina, Yamazakiet al. 2006 ; Tamura, Okamoto et al. 2008). Ces résultats
laissaient suggérer une réelle efficacité voire un bénéfice du traitement par gefitinib chez les
patients porteurs de telles mutations.

Dans un tel contexte des études de phase III ont ét¢ menées comparant le gefitinib aux sels de
platine utilisés en association chez des patients porteurs d’EGFR mut¢.

L’¢tude iPASS (Mok, Wu et al 2009) conduite sur 1217 patients incluant seulement des
patients asiatiques atteints d’adénocarcinome, non-fumeurs, a montré une réduction
significative du risque de progression pour les patients traités par gefitinib. L’étude First-
SIGNAL (Lee, Park et al. 2009) menée sur 309 coréens non-fumeurs atteints d’adénocarcinome
a montré une réelle amélioration de la survie sans progression et une meilleure qualité¢ de vie
pour les patients traités par gefitinib en comparaison de la chimiothérapie.

Un point remarquable de ces deux études iPASS et First-SIGNAL est que 1’amélioration de la
survie sans progression dans le groupe gefitinib n’a concerné que les patients porteurs de
mutations activatrices contrairement aux patients dont I’EGFR est sauvage qui ont une
meilleure survie sans progression sous chimiothérapie (Mok, Wu et al. 2009).
Ces résultats montrent que les prédicteurs cliniques (femme, adénocarcinome, asiatique, non-
fumeur) mis en avant lors d’étude de phase II ne peuvent pas étre utilisés seuls pour prédire la

réponse au traitement par gefitinib. La recherche des mutations comme biomarqueurs prédictifs
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de la réponse au gefitinib reste donc indispensable.

Enfin, plus récemment deux études WITOG et NEJ002 (Mitsudomi, Morita et al. 2010 ;
Maemondo, Inoue et al.2010) ont confirmé le bénéfice du gefitinib chez les patients porteurs de
mutation de I’EGFR. Les patients, tous porteurs de 'EGFR muté, furent traités soit par
chimiothérapie a base de sels de platine ou gefitinib. Les résultats ont montré un taux de
réponse supérieur et une survie sans progression plus longue dans le bras gefitinib. Ces études

confirment I’intérét des EGFR-TKI en premicre intention chez les patients mutés.

3.2.3. Effets indésirables

Dans les données regroupées des ¢études de phase III iPASS, INTEREST et ISEL (2 462
patients traités par IRESSA), les éveénements indésirables les plus fréquemment rapportés,
survenant chez plus de 20% des patients ont été une diarrhée et des réactions cutanées (éruption
cutanée, acné, sécheresse cutanée et prurit). Les événements indésirables responsables d’un
arrét du traitement ont concerné 3% des patients. Des affections pulmonaires interstitielles
souvent séveres avec des évolutions fatales sont survenues chez 1,3% des patients (HAS,

2009).

3.3. L’erlotinib

L'erlotinib (OSI-774, TARCEVA®) est un dérivé des 4-anilinoquinazolines ayant obtenu
I'AMM européenne en septembre 2005 dans le cancer du poumon non a petites cellules.
L’erlotinib est indiqué en monothérapie dans le traitement de maintenance des formes
localement avancées ou métastatiques du cancer bronchique non a petites cellules (CBNPC)
chez les patients avec une maladie stable apres 4 cycles d’une premiére ligne de chimiothérapie
standard a base de sels de platine ou, dans le traitement des formes localement avancées ou

métastatiques du CBNPC, apres échec d'au moins une ligne de chimiothérapie.
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L’erlotinib est aussi indiqué en association a la gemcitabine, dans le traitement du cancer du

pancréas métastatique (HAS, 2011).

3.3.1. Parametres pharmacocinétiques

L’administration de ’erlotinib se fait par voie orale. Le pic de concentration plasmatique est
obtenu apres environ 4 heures avec une biodisponibilité orale absolue de 59 % dans une étude
chez des volontaires sains. L'erlotinib est métabolisé par les cytochromes hépatiques chez
I'Homme, principalement par le CYP3A4 et, a un moindre degré, par le CYP1A. De ce fait on
retrouve des interactions médicamenteuses avec les inhibiteurs ou inducteurs enzymatiques.
L’¢élimination de I’erlotinib comme celle du gefitinib se fait principalement sous forme de
métabolites dans les feces (>90 %), 1'élimination rénale ne représentant qu'une faible
proportion (environ 9 %) de la dose administrée par voie orale. La demi-vie d’élimination étant
de 36,2 heures, le temps d’obtention de I'état d'équilibre des concentrations plasmatiques est de
7 a 8 jours. La posologie quotidienne recommandée d’erlotinib est de 150 mg a prendre au
moins une heure avant ou deux heures aprés un repas.

Comme dans le cas du gefitinib, les médicaments qui modifient le pH gastrique tels les
inhibiteurs de la pompe a protons ou les antagonistes H2, peuvent modifier la biodisponibilité

de I’erlotinib (Roche, 2011).

3.3.2. Etudes cliniques

L’erlotinib a fait ’objet d’un essai de phase II en 2¢me ou 3éme ligne de traitement des
CBNPC avancés ou métastatiques. Le taux de réponse observé était similaire a celui observé
avec le gefitinib (Perez-Soler, 2004).

Une étude de phase III randomisée (étude BR21) versus placebo a été réalisée chez 731 patients

atteints d’un CBNPC localement avancé ou métastatique. Ces patients avaient déja re¢u une ou
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deux lignes de chimiothérapie (Shepherd, Rodrigues Pereira et al. 2005). Cette ¢tude a permis
de montrer une survie médiane et une survie a 12 mois significativement supérieures dans le
groupe erlotinib (6,7 mois et 31%) par rapport au placebo (4,7 mois et 21%), conduisant a une
réduction significative de la probabilité de déces.

L’intérét de I’erlotinib en premiére ligne de traitement a aussi été évalué. Cette étude n’a pas
montré d’amélioration de la survie médiane ou du taux de réponse par rapport aux sels de
platine. Cependant, comme pour le gefitinib les résultats en termes de toxicité s’avéraient en

faveur de I’erlotinib (Gatzemeier, Pluzanska et al. 2007).

Plus récemment, en 2010 I’Etude B018192 de phase III randomisée (Cappuzzo, Ciuleanu et al.
2010) en double-aveugle comparait 1’erlotinib au placebo en traitement de maintenance des
patients atteints d’'un CBNPC localement avancé ou métastatique (stade IIIb ou IV). Tous les
patients avaient préalablement recu 4 cycles de chimiothérapie a base de sels de platine et ne
présentaient pas d’intolérance jugée inacceptable a I’issue du traitement et/ou de progression de
la maladie. Les résultats obtenus montrent une médiane de survie sans progression de 12,1
semaines dans le groupe erlotinib versus 11,3 semaines dans le groupe placebo et une médiane
de survie globale de 11,9 mois dans le groupe erlotinib versus 9,6 mois dans le groupe placebo,
soit une différence absolue de 2,3 mois en faveur de I’erltinib. Les résultats en termes de qualité

de vie n’étaient pas significativement différents.

3.3.3. Effets indésirables

Les effets indésirables les plus fréquemment observés sont des éruptions cutanées (75 %) et des
diarrhées (54 %). Comme pour le gefitinib des cas d’affections pulmonaires interstitielles

graves ont été rapportées (Roche, 2011).
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4. LA REPONSE AU TRAITEMENT PAR EGFR-TKI

Comme décrit précédemment, le taux de réponse au traitement par gefitinib n’est que de 10% a
15% chez les patients atteints de CBNPC. Un meilleur taux de réponse a toutefois été observé
dans les adénocarcinomes, chez des personnes d’origine asiatique ou chez des non-fumeurs.
Basés sur ces constatations, des marqueurs prédictifs de réponse au traitement ont été

recherchés.

4.1. Les principaux margueurs prédictifs de réponse au traitement

Les mutations de I’EGFR sensibilisant la tumeur au gefitinib : la présence des deux mutations

activatrices LREA et L858R est trés fortement corrélée a la réponse au traitement. Ces
mutations se retrouvent plus fréquemment dans les sous-groupes de patients non-fumeurs, et
plus fréquemment chez les femmes, dans la population d'origine asiatique et chez des patients
porteurs d’adénocarcinomes (Sequist, Bell et al. 2007 ; Sequist, Martins et al. 2008). Plusieurs
¢tudes prospectives de phase II réalisées avec le gefitinib ou I’erlotinib chez des patients
porteurs de I’EGFR muté ont montré plus de 87% de réponses et une augmentation de la survie
sans progression de 7,7 mois a 14 mois (Asahina, Yamazaki et al. 2006 ; Inoue, Suzuki
2006 ;Yoshida, Yatabe et al 2007 ; Paz-Ares, Sanchez et al. 2006 ; Sequist, Martins et al.

2008).

Les mutations de I’EGFR responsables d’une résistance au gefitinib :

Les mutations T790M, D761Y, L747S de ’EGFR, les insertions dans 1’exon 20 sont associées
a la résistance aux EGFR-TKI (Greulich, Chen et al. 2005; Kobayashi, Boggon et al. 2005;
Pao, Miller et al. 2005; Balak, Gong et al. 2006; Costa, Halmos et al. 2007; Sasaki, Endo et al.

2007). La mutation T790M est située a une position clé de la poche a I’ATP. Cette mutation
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augmente [’affinité des récepteurs pour ’ATP, atténuant ainsi celle des EFRG-TKI (Yun,
Mengwasser et al. 2008). Cette mutation, principalement retrouvée dans les tumeurs ayant
rechuté aprés une réponse initiale aux I'EGFR-TKI (Kobayashi, Boggon et al. 2005; Pao, Miller
et al. 2005), représente environ la moitié de la résistance acquise au gefitinib ou erlotinib
(Balak, Gong et al. 2006). Par conséquent, T790M est considéré comme un marqueur
spécifique de la résistance acquise aux I'EGFR-TKI. Les mutations L747S, D761Y conférent

¢galement une résistance aux EGFR-TKI. Cependant leur fréquence est beaucoup plus faible.

L’amplification de MET :

Met proto-oncogene tyrosine kinase (MET) est un récepteur a activité tyrosine kinase de haute
affinit¢ pour le HGF (Hepatocyte Growth Factor). La liaison de HGF provoque une
autophosphorylation de MET qui comme pour I’EGFR, active de nombreuses voies de
signalisation ayant un effet sur la motilité, la croissance, la survie, I’invasion et les métastases
(Birchmeier, Birchmeier et al. 2003). Des atteintes de MET sont retrouvées dans de nombreux
cancers humains (Jeffers, Schmidt et al. 1997; Miller, Lin et al. 2006; Smolen, Sordella et al.
20006). Cette amplification a été observée dans le CBNPC ou elle est associée a la résistance
aux EGFR TKI (Bean, Brennan et al. 2007; Engelman, Zejnullahu et al. 2007). Elle est
retrouvée chez 21% des patients présentant une résistance acquise tandis qu’elle n’est retrouvée

que chez 3% des patients non traités (Bean, Brennan et al. 2007).

La mutation K-RAS:

RAS est un des membres des cascades de signalisation présente sous I’EGFR (Figure 8). RAS
est capable d’activer la serine / thréonine kinase RAF, ERK1 et ERK2 (voie des MAPK), et un
nombre important de protéines nucléaires. Cette activation active la mitose et la prolifération

cellulaire.
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La mutation K-RAS est retrouvée chez 20~30% des patients atteints d’un CBNPC. La majorité
de ces mutations aboutissent a une activation constitutive de la protéine K-RAS (Rodenhuis,
van de Wetering et al. 1987; Keohavong, DeMichele et al. 1996). Ces mutations sont
responsables d’une mauvaise réponse au traitement et d’une faible survie aprés un traitement

(Eberhard, Johnson et al. 2005).

Augmentation de I’expression de I’EGFR:

La surexpression de ’EGFR par amplification génique est retrouvée dans environ 30% des
CBNPC (Hirsch, Varella-Garcia et al. 2003). Un nombre de copies important du gene de
I’EGFR est prédictif d’une meilleure réponse aux EGFR TKI (Cappuzzo, Hirsch et al. 2005;
Cappuzzo, Varella-Garcia et al. 2005; Takano, Ohe et al. 2005; Hirsch, Varella-Garcia et al.
2007). Chez les patients avec un nombre augmenté de copies, le traitement par EGFR-TKI
apporte un bénéfice en termes de survie (Cappuzzo, Hirsch et al. 2005; Hirsch, Varella-Garcia
et al. 2005)

On retiendra qu’un nombre de copies de I’EGFR est souvent corrélé avec la mutation

somatique de ’EGFR (Amann, Kalyankrishna et al. 2005; Takano, Ohe et al. 2005).

L’ Amphiréguline:

Une ¢étude a montré qu’un taux élevé d’AREG circulante était corrélé a la résistance au
gefitinib, suggérant son implication dans la résistance au traitement par EGFR-TKI (Ishikawa,
Daigo et al. 2005). Les mécanismes impliquant I’AREG seront détaillés dans le paragraphe

suivant.
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4.2. L’amphiréguline et son role dans la résistance aux EGFR-TKI

Dans cette partie apres avoir présenté brievement 1’amphiréguline et son role dans le cancer,
nous décrirons le mécanisme de résistance aux EGFR-TKI décrit au laboratoire par (Busser,

Sancey et al. 2010; Busser, Sancey et al. 2010)

4.2.1. L’Amphiréguline et son role dans la tumorigénese

L’Amphiréguline humaine est une glycoprotéine de 84 acides-aminés découverte et
caractérisée par (Shoyab, McDonald et al. 1988). L’ Amphiréguline humaine est codée par le
gene ID 374 situé sur le bras long du chromosome 4. L’AREG est synthétisée sous forme de
précurseur membranaire de 252 acides aminés. Ce précurseur subira une protéolyse par le
Tumor-necrosis factor-Alpha Converting Enzyme (TACE ou ADAM-17), membre de la
famille des disintégrines et métalloprotéinases ADAM (Sunnarborg, Hinkle et al. 2002; Sahin,
Weskamp et al. 2004).

L’Amphiréguline mature contient un domaine hydrophile liant [’héparine (N-
glycosylatedheparinbindingdomain). Sur I’extrémité C-terminale se trouve un domaine EGF-
like présentant une homologie avec les autres ligands de I’EGFR : EGF (38%) TGF-a 32%.
(Busser, Sancey et al. 2011)

En comparaison des autres ligands naturels, I’AREG posséde une efficacité moindre a induire
la phosphorylation du récepteur (Beerli and Hynes 1996), sirement due a une plus faible
affinité pour le récepteur (Shoyab, McDonald et al. 1988)

L’AREG est impliqué dans de nombreux mécanismes physiologiques comme le développement
des glandes mammaires (Kariagina, Xie et al. 2010), la morphogene de la prostate (Torring,
Sorensen et al. 1998), des reins (Sakurai, Tsukamoto et al. 1997) et des poumons (Schuger,
Johnson et al. 1996) et le développement de neurones et du tissu osseux (Qin and Partridge

2005; Qin, Tamasi et al. 2005).
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Concernant la tumorigénese, [’AREG est un acteur de D’autosuffisance en facteurs de
croissance décrite dans la partie I. Une dépendance a la voie de signalisation de I'EGFR induit
la sécrétion d'AREG grace a une boucle rétroactive d'autoamplification, appelée stimulation
autocrine. L'AREG secrétée par I’environnement tumoral peut aussi activer I'EGFR de cellules
tumorales adjacentes (stimulation paracrine). L’AREG peut aussi étre secrétée dans la
circulation sanguine. Cette sécrétion endocrine sera responsable de 1’activation de I’EGFR a

distance (Figure 10).
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Figure 10. Réle de I’Amphireguline dans la tumorigénese. L’AREG est secrétée dans le microenviroment
tumoral dans le lequel elle peut rester ou rejoindre la circulation sanguine. L’AREG peut activer 1 EGFR par un
signal autocrine dans les cellules de la tumeur primaire ou dans les cellules métastatiques . L’AREG peut aussi
étre produite par les cellules du stroma et activer 'EGFR des cellules tumorales environnantes par un signal
paracrine. Un signal juxtacrine est aussi possible lorsque la pro-AREG membranaire active directement ’EGFR
des cellules cancéreuses voisines. Enfin I’AREG peut étre secrétée dans la circulation sanguine et ainsi activer a
distance de maniére endocrine ’EGFR des tumeurs ou des métastases. Adaptée d’aprés (Busser, Sancey et al.
2011)
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L'AREG intervient dans le potentiel replicatif illimité des cellules tumorales en participant a
I'acquisition d'une activité télomérase (Blasco 2002).

L’AREG, par son action mitotique sur les cellules endothéliales vasculaires d’une part (Kato,
Inazu et al. 2003) et son activation de la sécrétion du facteur de croissance de I'endothélium
vasculaire (VEGF) (cytokine pro-angiogénique) d’autre part, active aussi 1’angiogenése
tumorale.

Concernant la résistance a ’apoptose l'activité anti-apoptotique de I'AREG a été¢ démontrée
pour les carcinomes du sein (De Luca, Casamassimi et al. 1999) et du foie. D’autre part dans le
CBNPC, il a pu étre montré que I'AREG coopere avec I'lGF1 pour inhiber 1'apoptose induite
par privation de sérum (Hurbin, Dubrez et al. 2002). L’anticorps anti-AREG permettait de
restaurer l'apoptose dans ces cellules. Enfin (Hurbin, Coll et al. 2005) a montré que la
combinaison d'AREG et d'IGF1 activait une voie de survie dépendante des Proteines Kinase C
(PKC) mais indépendante des MAPK et des PI3K aboutissant a l'inactivation des molécules
pro-apoptotiques BAD et BAX.

Enfin ’AREG est impliqué dans I’envahissement tissulaire et les métastases, via une
diminution des jonctions adhérentes (Chung, Cook et al. 2005), et d’une croissance cellulaire
indépendante de l'ancrage (Adam, Chamberlin et al. 1996), deux mécanismes essentiels du

processus métastatiques.

4.2.2. L’Amphiréguline et la résistance aux EGFR-TKI

Dans les CBNPC il a été montré chez les patients répondeurs au gefitinib que I'AREG était
indétectable alors qu’elle était surexprimée chez les patients non répondeurs (Kakiuchi, Daigo
et al. 2004). D’autre part il a ét¢ montré que des concentrations d'AREG sérique élevées chez
les patients atteints de CBNPC était un facteur de mauvais pronostic (Ishikawa, Daigo et al.

2005).
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Basé sur ces constatations, le laboratoire a émis I’hypothese que I’AREG pourrait participer a
la résistance aux anti-EGFR.

L’équipe a montré que des cellules de CBNPC (Busser, Sancey et al. 2010a; Busser, Sancey et
al. 2010b) exprimant des niveaux importants d’AREG (H358), resistent a 1’apoptose
contrairement a des cellules depourvues d’AREG (H322). L’invalidation de I’AREG dans les
cellules H358 restaure la sensibilité au gefitinib tandis que 'ajout d AREG aux cellules H322
les protége de 1'apoptose induite par gefitinib. Ces données démontrent I'implication de 'AREG
dans la résistance au gefitinib dans les CBNPC (Busser, Sancey et al. 2010a).

Il a ét¢ montré que ’AREG bloque 1’apoptose induite par gefitinib en inactivant la protéine
pro-apoptotique BAX. En présence de gefitinib, ’AREG diminue 1’expression de BAX, inhibe
son changement conformationel et sa translocation a la mitochondrie bloquant ainsi la
libération du cytochrome ¢ et I’apoptose (Busser, Sancey et al. 2010a).

La séquestration cytoplasmique de BAX dépend de la protéine Ku70. En se liant a BAX, Ku70
empéche son activation et sa translocation a la mitochondrie. La séquestration de BAX par
Ku70 dans le cytoplasme est un mécanisme dépendant de 1'acétylation de Ku70. (Cohen, Lavu
et al. 2004).

En effet lorsque Ku70 est acetylé il ne peut pas interagir avec BAX. Le laboratoire a montré
que ’AREG, dans les cellules traitées par gefitinib, inhibe l'acétylation de Ku70, renforgant
ainsi son interaction avec BAX et I’inhibition de 1’apoptose (Busser, Sancey et al. 2010b).
L'inhibition des histones déacétylases (HDAC) ou la surexpression des histones
acétyltransférases (HAT) sont responsables d'une augmentation de I'acétylation de Ku70,

entrainant la libération de BAX et I'apoptose dans les cellules traitées par gefitinib (Figure 11).
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Figure 11. Mécanisme de résistance induite au gefitinib dans les cellules de CBNPC H358.

Ces résultats démontrent le role de I’AREG et de I’acetylation ainsi que I'implication des HAT
et HDAC dans la résistance a l'apoptose induite par le gefitinib. Des inhibiteurs d’HDAC
(HDAC:I) contrecarrent 1'effet protecteur de I'AREG et sensibilisent les cellules de CBNPC au
gefitinib.

Dans la suite de ce travail nous nous intéresserons a mettre en évidence les HDAC impliquées
dans ce mécanisme de résistance et a mesurer 1’effet de leur inhibition sur la résistance a

I’apoptose induite par gefitinib passant par I’AREG.
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PARTIE III : LES HISTONES DEACETYLASES

Dans ce chapitre nous présenterons les différentes classes d’HDAC, leurs caractéristiques ainsi
que leurs principales fonctions. Nous nous appuierons sur ces connaissances dans les parties

suivantes : résultats, discussion et conclusion.

L’architecture locale de la chromatine est un facteur important de la régulation de I’expression
des genes. En effet, les changements de conformation de la chromatine, via des modifications
post-traductionnelles des histones du nucléosome, rendent possible la fixation sur ’ADN des
protéines nécessaires a la transcription. Parmi les modifications post-traductionnelles subies par
les histones, on retrouve ’acétylation, la phosphorylation, la méthylation, 1’ubiquitination et
I’ ADP-ribosylation (Berger 2001; Cosgrove, Boeke et al. 2004).

L’état d’acétylation du cceur d’histones résulte d’un équilibre entre l'action des HAT,
responsable de I’acétylation des histones, et des HADC responsables du retrait du groupement
acétyle (Wade 2001). D’une maniére générale, une augmentation du niveau d’acétylation des
histones est corrélée a une augmentation de 1’activité transcriptionnelle, tandis qu’une hypo-
acétylation est souvent associée a une inhibition de I’expression des geénes. (Noma, Allis et al.
2001). Hormis les histones, ces enzymes possedent une variété d’autres substrats intervenant

dans différents processus cellulaires.
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1. LES HISTONES ACETYLTRANSFERASES

Les HAT peuvent étre regroupées en deux groupes en fonction de leur localisation cellulaire.
Les HAT A sont localisées au sein du noyau. Dans ce groupe, les membres peuvent étre classés
en 5 familles (GNAT, CBP/P300, MYST, TF-relatedHATs, NR co-activators) basées sur leurs
homologies structurales et sur les mécanismes de transfert du groupement acétyle.

Les HAT B sont localisées dans le cytoplasme et sont responsables de I’acétylation des histones
néosynthetisées. Cette acétylation est une étape nécessaire au transport des histones jusqu’au
noyau et a leur inclusion au sein du nucléosome (Roth, Denu et al. 2001)

D’une manicre générale, ces enzymes catalysent le transfert d’un groupement acétyle de
I’acétyle Coenzyme A (Acétyle CoA), aux résidus lysine des histones pour former un résidu -
N-acétyle lysine. Le transfert de ce résidu acétyle conduit a la disparition de la charge positive
du résidu aminé des e-lysines (Smith and Denu 2009). Ceci a pour effet une diminution des
interactions électrostatiques ADN/Histone au sein du nucléosome engendrant ainsi une forme
relichée de la chromatine transcriptionellement active (euchromatine). A [I’inverse la
déacétylation des histones entraine une augmentation des interactions ¢électrostatiques
aboutissant a une forme plus condensée transcriptionellement inactive (hétérochromatine)
(Noma, Allis et al. 2001).

Hormis leur action sur les histones et I’expression des génes, un grand nombre de HAT ont une
action sur d’autres protéines (Sterner and Berger 2000; Freiman and Tjian 2003). Il a été
montré que CBP, une HAT impliquée dans I’acétylation de Ku70 (Cohen, Lavu et al. 2004), est
impliquée dans la réponse au gefitinib controlée par I’AREG (Busser, Sancey et al. 2010b).
D’autre part, I’investigation du rdle de Tip60, une autre HAT dont I’expression est perdue dans
la carcinogenése bronchique (Thése Van Den Broeck, 3 sept. 2009), pourrait intervenir dans la

régulation de I’acétylation de Ku70 et ainsi participer a la résistance au gefitinib.
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2. LES HISTONES DEACETYLASES

Les HDAC catalysent la réaction inverse au HAT. Cette famille d’enzymes présente chez tous
les eucaryotes catalyse le clivage du groupement acétyle des résidus e-N-acétyle lysine. Cette
réaction est responsable du retour des charges positives a la surface des lysines ce qui provoque
une conformation plus compacte de la chromatine par augmentation des interactions
¢lectrostatiques. Les HDAC sont regroupées en trois classes en fonction de leurs homologies de
séquence avec celles de la levure:

- classe I : HDACI, -2, -3, -8 homologues a Rpd3
—->HDACI1
- classe II : HDACH4, -5, -6, -7, -9 et 10, reliés a Hdal
- classe III : SIRT1, -2, -3, -4, -5, -6, et 7, similaires a Sir2 (Sirtuines)

2.1. Les histones déacétylases de classe [

Le domaine catalytique des HADC de classe I et II est formé de 390 acides aminés conservés
parmi les différentes especes formant une légere poche tubulaire courbée (Finnin, Donigian et
al. 1999). Le retrait du groupement acétyle s’opere via un systéme de transfert de charge
constitué de deux histidines adjacentes, deux acides aspartiques et d’une tyrosine (Figure 12)
(Finnin, Donigian et al. 1999; Buggy, Sideris et al. 2000).

L’¢élément essentiel de ce transfert de charge est un atome de zinc sous forme (Zn>") qui sera
immobilisé sur un site de fixation du zinc en dessous de la poche catalytique. D’autres
cofacteurs tels que le (Zn") sont toutefois nécessaires au fonctionnement des HDAC (Carmen,
Griffin et al. 1999; Hu, Chen et al. 2000; Lee, Hart et al. 2004). Les inhibiteurs d’histones
déacétylases (HDACi) fonctionnent par déplacement de cet atome de zinc rendant ainsi
impossible ce transfert de charge. Le SAHA (Vorinostat) et la TSA sont deux exemples de cette

inhibition (Finnin, Donigian et al. 1999).
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Figurel2. Mécanisme proposé pour la déacétylation des HDAC de classe I et II (Finnin, Donigian et al.

1999).

- HDACI1 et HDAC?2 sont similaires a 82%. Leur domaine catalytique coté N-terminal forme
la majeure partie de ces protéines (Cress and Seto 2000; Kao, Downes et al. 2000; Wade 2001;
Li, Lin et al. 2002). Ces enzymes sont inactives lorsqu’elles sont produites de manicre
recombinante, indiquant que des cofacteurs sont nécessaires pour observer 1’activit¢ HDAC. In
vivo, les protéines HDACI et HDAC2 ont une activit¢ enzymatique lorsqu’elles sont
complexées avec d’autres protéines. Ces complexes sont constitués de facteurs nécessaires pour
moduler leur activité déacétylase, leur fixation a I’ADN et pour le recrutement des HDAC aux
promoteurs des genes (Zhang, Ng et al. 1999).Trois complexes protéiques contenant HDACI et
HDAC2 ont été caractérisés : Sin3, NuRDet Co-REST (Heinzel, Lavinsky et al. 1997; Kao,
Downes et al. 2000; You, Tong et al. 2001; Galasinski, Resing et al. 2002).

- HDACS3 est plus similaire 8 HDACS (34% de similarité¢) qu’aux deux premiers membres de

cette classe. Cette HDAC possede des signaux d’exportation et de localisation nucléaire, ce qui
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lui confére des fonctions potentielles dans le cytoplasme et le noyau. Ses fonctions nucléaires
sont toutefois beaucoup mieux caractérisées (Karagianni and Wong 2007). HDAC3 est active
au sein de complexes corépresseurs : N-CoR et SMRT. L’activité déacétylase de ces complexes
joue un role important dans la différenciation et la prolifération cellulaire ainsi que dans le
processus d’apoptose (Karagianni and Wong 2007).

- HDACS est constituée d’un large domaine catalytique avec un signal de localisation nucléaire
(Buggy, Sideris et al. 2000). Contrairement aux autres HDAC de classe I, celle-ci n’a toujours
pas été associé¢e a un complexe protéique. Quoique ses cibles soient encore inconnues, on sait
qu’elle influe sur la régulation de certains mécanismes du developpement (Oehme, Deubzer et

al. 2009).

- HDACI1 doit étre classée a part. Cette HDAC clonée et caractérisée en 2002 (Gao, Cueto et
al. 2002), comporte 347 acides aminés avec des homologies de séquences sur le domaine
catalytique des classes I et II d’HDAC. La taille de la protéine est du méme ordre que celle des
HDAC de classe 1. Pourtant, sa localisation dans le cceur, le cerveau, le muscle squelettique et
les reins, est typique des HDAC de classe II. Bien que sa fonction soit peu connue, on sait
qu’elle est impliquée dans la tolérance immunitaire (Liu, Hu et al. 2009; Villagra, Cheng et al.
2009). Plus récemment, le role de HDACI11 dans le lymphome Hodgkinien a été proposé

(Buglio, Khaskhely et al. 2011).
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2.2. Les histones déacétylase de classe 11

La classe II peut étre divisée en deux sous-groupes.
- La classe Ila comprenant HDACA4, -5, -7 et -9. Ces enzymes possedent des homologies
de séquence importantes sur les domaines N- et C-terminaux. La partie N-terminale
possede des motifs conservés jouant un réle dans leur fonction et leur régulation.

- Laclasse IIb comprenant HDAC6 et 10.

2.2.1. Laclasse Ila

Les HDAC Ila portent au niveau C-terminal la région a activité déacétylase. Le pourcentage
d’homologie de cette séquence entre les différents membres s’¢leéve a 80%. D’autre part cette
séquence montre un fort pourcentage d’homologie avec Hdal présente chez la levure. Outre ce
domaine, les HDAC IIA sont constituées d’une extension au niveau de leur extrémité N-
terminale. L’homologie de séquence parmi les membres de cette famille est beaucoup plus
faible (30-45%) que pour la région a activité déacétylase. Cette région N-terminale est porteuse
de nombreux sites d’interactions protéiques conférant leurs fonctions biologiques aux HDAC.
Parmi les protéines se liant au niveau N-terminal on retrouve des facteurs de transcription
Myocyte Enhancer Factor 2 (MEF2), la protéine Hétérochromatine P1(HP1), et C-terminal-
Binding Protein (CtBP). On y retrouve aussi des signaux d’importation et d’exportation

nucléaire (Figure 13) (Martin, Kettmann et al. 2007).
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Figure 13. Organisation des HDAC de classe Ila. Adaptée d’aprés (Martin, Kettmann et al. 2007)

Les HDAC Ila ont montré leur réle comme corépresseur transcriptionnel par la déacétylation
des histones nucléosomales. Un des exemples qui illustre le mieux ce mode de fonctionnement
est I’interaction des HDAC Ila avec les facteurs de transcription MEF2.

Les protéines MEF2 ont un rdle important de régulateur de la transcription durant la myogenese
(Black and Olson 1998; McKinsey, Zhang et al. 2002), la différentiation et le métabolisme
cardiaque (McKinsey, Zhang et al. 2002), la différenciation et la survie neuronale (Heidenreich
and Linseman 2004) et le développement vasculaire (Lu, McKinsey et al. 2000).

L’interaction les HDAC Ila et MEF2 se fait au niveau de 1’extremité N-terminale sur un petit
motif conservé (Sparrow, Miska et al. 1999; Lu, McKinsey et al. 2000). Cette interaction est a
I’origine d’une déacétylation des histones et ainsi d’une inhibition de la transcription. Ce
mécanisme ferait des HDAC Ila des répresseurs de la transcription des promoteurs sous le
controle des facteurs de transcription MEF (McKinsey, Zhang et al. 2002).

Les HDAC Ila peuvent interagir avec de nombreuses autres cibles que MEF2. Toutefois la
plupart des fonctions biologiques attribuées a ces enzymes découlent de leur interaction avec

MEF2 (Martin, Kettmann et al. 2007).
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2.2.2. La classe IIb

2.2.2.1. HDAC6

2.2.2.1.1. Présentation Générale
HDACG6 a été découverte en 1999 (Verdel and Khochbin 1999). Cette protéine est localisée
dans le cytoplasme via un mécanisme actif. Elle a la particularité de présenter deux domaines
catalytiques homologues (Grozinger, Hassig et al. 1999). L’analyse initiale suggérait que les
deux domaines fonctionnaient de maniere indépendante I’un et I’autre (Grozinger, Hassig et al.
1999). Toutefois il a ét¢é montré que Dactivité catalytique reposait soit sur la présence
simultanée des deux domaines (Zhang, Gilquin et al. 2006), soit uniquement sur la présence du
second domaine catalytique (Zou, Wu et al. 2006). Hormis les deux domaines catalytiques,
HDACG6 posséde en son extrémité C-terminale un motif en doigt de zinc conservé, appelé
domaine ZnF-UBP (Seigneurin-Berny, Verdel et al. 2001) qui fixe les séquences mono ou
poly-ubiquitinylées (Seigneurin-Berny, Verdel et al. 2001; Hook, Orian et al. 2002). Chez la
souris, HDAC6 est maintenue dans le cytoplasme grace a son signal d’export nucléaire (NES)
localis¢ dans le premier domaine catalytique. Cependant dans certaines conditions, cette
protéine peut étre délocalisée dans le noyau (Verdel, Curtet et al. 2000). Une autre séquence
appelée SE14, située entre ZnF-UBP et le second domaine déacétylase, permet 1’encrage

d’HDACG6 dans le cytoplasme (Bertos, Gilquin et al. 2004) (Figure 14).

NES DDI DD2 SE14  ZnE-UBP
L J e s
Export Y Ancrage Liaison des
nucléaire Sites catalytiques cytoplasmique séquences
ubiquitinylées

Figure 14. Structure ’HDAC6 (Aldana-Masangkay and Sakamoto 2011)
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2.2.2.1.2. Les substrats
- Bien que la dénomination "histone déacétylase" soit utilisée dans un but de simplification
pour la nomenclature, le premier substrat physiologique de HDAC6 découvert fut 1’a-tubuline

cytoplasmique et non les histones (Hubbert, Guardiola et al. 2002; Matsuyama, Shimazu et al.

2002).

- La protéine HSP90 a aussi été identifiée comme substrat d'HDACG6 (Bali, Pranpat et al. 2005).
HSPI0 fait partie d’un complexe de chaperonnes essentielles a la stabilité et la fonction des
"protéines clientes". Cette protéine joue un réle primordial dans I'homéostasie cellulaire (Bali,
Pranpat et al. 2005). Son acétylation par HDAC6 régule l'activité¢ chaperonne du complexe
(Aoyagi and Archer 2005).

- Malgré sa rétention dans le cytoplasme, HDACG6 interagit avec des protéines nucléaires. En
effet il a ét¢é montré que le recrutement d'HDAC6 a un promoteur réprime la transcription,
suggérant que la présence dHDACG6 dans le noyau a un impact sur l'activité de certains geénes
(Girdwood, Bumpass et al. 2003). L’interaction entre facteur de transcription Runx2 et HDAC6
permet le recrutement de cette derni¢re sur la chromatine et réprime ainsi le promoteur de la
protéine p21WAF1 dans les lignées fibroblastiques ou ostéoblastiques. (Westendorf, Zaidi et al.
2002). On retrouve également une interaction entre HDAC6 et le corépresseur transcriptionnel
LCoR (pour ligand-dependent corepressor), localisé exclusivement dans le noyau et qui
intervient dans les premiers stades du développement feetal (Fernandes, Bastien et al. 2003).
D’autre part, des études réalisées in vitro ont montré que les queues N-terminales acétylées des
histones H4 sont susceptibles d'étre déacétylées par HDAC6 (Matsuyama, Shimazu et al.

2002).
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- Enfin le recrutement de la prot¢éine HDAC6 par 'HAT P300 sumoylée (exclusivement
nucléaire) a ét¢ montré. HDAC6 controle ainsi la fonction de P300 et réprime son activité

transcriptionnelle (Girdwood, Bumpass et al. 2003).

2.2.2.1.3. Role dans le cancer du poumon

Le role d’HDAC6 dans de nombreux cancers et processus tumoraux a déja été montré. A titre
d’exemple, il a été montré que la surexpression d’HDACH6 et la survie des patients atteints de
de CBNPC sont corrélées. D’autre part ’inhibition d’HDAC6 dans des cellules de myélome
multiple provoque 1’apoptose. Enfin HDAC6 contribue au processus métastatique par
augmentation de la mobilité cellulaire dans le cancer du sein (Aldana-Masangkay and
Sakamoto 2011) (pour revue 2009).

La perte d’HDAC6 dans le cancer du poumon favorise la dégradation de ’EGFR. Cette
dégradation est due a une accélération de la captation du récepteur par les endosomoses (Gao,
Hubbert et al. 2010). De plus une diminution stable de 1’expression d’HDAC6 diminue le
niveau d’EGFR dans les cellules A549 de CBNPC en augmentatant le recyclage de ce dernier.
Cependant, malgré la diminution du taux d’EGFR, les cellules proliféerent normalement grace a
une activation de la voie des MAPK. L’inhibition d’HADC6 sensibilise ces cellules a

I’inhibiteur de cette voie U0126 (Kamemura, Ito et al. 2008).

2.2.2.14. Les inhibiteurs d’HDAC6

HDAC6, comme toutes les autres HDACs de classe I et II est inhibée par la Trichostatine A
(TSA). Cependant elle n’est pas sensible au sodium butyrate (NaBu).
Concernant les inhibiteurs spécifiques d’HDACS6, la tubacin (Tubulin acetylation inducer), a

¢été isolée par screening. Elle permet 1’inhibition de la déacétylation de 1’a- tubuline ciblée par
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HDACG6 (Haggarty, Koeller et al. 2003). Plus récemment un nouvel inhibiteur spécifique

d’HDACG a été développé : la tubastatine A (Butler, Kalin et al. 2010).

2.2.2.2. HDACIO0

HDACI10 est le dernier membre de la classe II des HDAC a avoir été découvert. HDAC10
appartient a la sous classe Ila, comme HDAC6 avec laquelle elle présente 37% de similitude
(Guardiola and Yao 2002). L'extrémité N-terminale d'HDACI10 présente un niveau plus
important de similitude avec le premier domaine catalytique d’HDAC6 qu'avec le second
(Guardiola and Yao 2002). La partie C-terminale d’HDACIO montre quant a elle des
homologies de séquence moins fortes avec le deuxieme domaine déacétylase d’HDACG6
(Guardiola and Yao 2002). HDACI10 renferme un domaine catalytique sur sa partie N-
terminale, une séquence NES et un domaine incomplet du c6té C-terminal.

HDACIO0 reste peu ¢étudiée. On sait cependant qu’elle est impliquée dans la répression de la
mélanogenéese (Lai, Lin et al. 2010) et que son inhibition perturbe I’état redox des cellules de
cancers gastriques (Lee, Jeong et al. 2010). De plus il a été montré qu’une diminution de

I’expression d’HDACI10 était corrélée avec un mauvais pronostic dans le cancer du poumon.

La présence des deux domaines catalytiques confére a HDACI0 la résistance au NaBu

observée pour HDACG6, avec une sensibilité¢ conservée pour la TSA (Guardiola and Yao 2002).

2.3.Les histones déacétylases de classe 111

La troisieme classe d’HDAC, les sirtuines (SIRT), est reliée a Sir2 présente chez la levure
(Imai and Guarente 2010). On retrouve sept membres chez I’humain nommés SIRT1 a SIRT7.

Sur ces sept membres, seulement trois sont retrouvés principalement au niveau nucléaire ou ils
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exercent une fonction déacétylase (SIRTI, 6 et 7). SIRT3, 4 et 5 sont retrouvés au niveau
mitochondrial. Le dernier membre SIRT2 est quant a lui est principalement localis¢ dans le
cytoplasme.

Le domaine catalytique de cette famille d’HDAC contient 275 acides aminés. La réaction
enzymatique fait intervenir le clivage d’une liaison de haute énergie du nicotine adénine
dinucléotide (NAD). Une molécule de NAD et une molécule d’acétyl lysine sont catalysées en
une molécule de lysine déacétylée, nicotinamide et un O-acetyl-ADP-ribose (Avalos, Bever et
al. 2005). L'absence de Zn>" dans la réaction enzymatique explique l'inefficacité des HDACi

conventionnelles vis-a-vis de cette classe (Figure 15).
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Figure 15. Mécanisme proposé pour la déacétylation des HDACs de classe III (4Avalos, Bever et al. 2005).
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ETUDE DES MECANISMES DE
RESISTANCE AU GEFITINIB DANS LES
CANCERS BRONCHIQUES NON A PETITES

CELLULES :

IMPLICATION DES HISTONES DEACETYLASES
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1. INTRODUCTION

Le cancer du poumon est la premiére cause de mortalité par cancer dans le monde. Le cancer
bronchique non a petites cellules représente 80% des cancers du poumon avec un taux de survie
a 5 ans inférieur a 15%. Un des enjeux actuels de la recherche est d’adapter le traitement du
CBNPC pour proposer des thérapies ciblées plus efficaces et moins agressives.

Dans un tel contexte, les EGFR-TKI tel que le gefitinib ont ét¢ développés. Cependant, une
résistance intrinséque aux EGFR-TKI est observée dans environ 25% des tumeurs mutées, et la
quasi-totalité des tumeurs mutées rechutent aprés avoir présenté une réponse initiale aux
EGFR-TKI. Des mécanismes de résistance primaire aux EGFR-TKI ont été proposés pour les
tumeurs ayant des mutations activatrices (mutation de résistance de I’EGFR, perte de PTEN,
mutation de PI3KCA), ainsi que pour les 80% des tumeurs sans mutation activatrice de
I’EGFR : mutation K-RAS/BRAF (Massarelli, Varella-Garcia et al. 2007; Sharma, Bell et al.
2007), expression de IGF1-R (Morgillo, Kim et al. 2007) ou d’ERBB3 (Erjala, Sundvall et al.
2006), activation d’ERBB2 (Cappuzzo, Varella-Garcia et al. 2005), translocation d’ALK
(Soda, Choi et al. 2007). Cependant, ces mécanismes n’ont pas démontré leur valeur prédictive
en pratique clinique.

Il est donc primordial d’améliorer notre compréhension des mécanismes cellulaires et
moléculaires impliqués dans la carcinogénese bronchique afin d’identifier 1/ des marqueurs
pronostiques et prédictifs de la réponse aux traitements, et 2/ de nouvelles cibles
thérapeutiques.

Le laboratoire a montré que les cellules H358 de CBNPC exprimant un fort taux d’AREG sont
résistantes aux EGFR-TKI contrairement a des cellules ne secrétant pas d’AREG (H322),
suggérant I’implication de I’AREG dans la résistance aux EGFR-TKI (Busser, Sancey et al.
2010a).

L’étude des mécanismes mis en ceuvre par ’AREG a permis de mettre en évidence un
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mécanisme original dépendant de 1’acetylation. En effet, ’AREG inhibe 1’acetyltion de Ku70,
en réponse au gefitinib, ce qui renforce I’interaction BAX/Ku70 (Busser, Sancey et al. 2010b).
L’acétylation de Ku70, via des inhibiteurs d’HDAC comme la TSA, permet la libération de
BAX et I’apoptose dans les cellules traitées par EGFR-TKI. Ces résultats suggerent de
nouvelles applications thérapeutiques pour contourner la résistance au gefitinib dans les
CBNPC.

Dans ce travail nous avons cherché a identifier les HDAC impliquées dans le mécanisme de
résistance aux EGFR-TKI dans les cellules de CBNPC. A 1’aide d’inhibiteurs specifiques, nous
avons pu montrer I’implication des HDAC de classe IIb dans la résistance a I’apoptose induite
par gefitinib et médiée par I’AREG.

L’inhibition de I’expression d’HDAC®6, candidate retenue lors de notre travail, ne permet pas
de sensibiliser les cellules au gefitinib. Nous observons une activation des voies PI3K/AKT et
MAPK/ERK1/2. Le co-traitement des cellules de CBNPC avec du gefitinib et un inhibiteur
d’HDAC6 diminue D’activation de la voie MAPK/ERK1/2, mais pas le niveau PI3K/AKT,
suggérant que la voie de survie PI3K/AKT protége les cellules de I’inhibition d’HDAC6. Nos
résultats suggerent que I’inhibition d’HDAC6 n’est pas suffisante pour contrecarrer la

résistance au gefitinib.
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2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Culture cellulaire

La lignée cellulaire H358 d’adénocarcinome bronchique humain est cultivée a 37°C dans une
atmosphere enrichie a 5% de CO; dans du milieu RPMI 1640 (Gibco) supplémenté avec 10%
de Sérum de Veau Feetal (SVF). Les cellules sont implantées dans des plaques six puits (0,5.10°
cellules/puits) et cultivées dans 2ml de milieu. La viabilité cellulaire est estimée par la

technique d’exclusion du bleu trypan.

2.2. Traitements

Les traitements sont effectués 24h aprés implantation en remplagant le milieu de culture. Les
cellules restent pendant 96 heures en contact avec ce milieu de culture contenant le traitement.

Les inhibiteurs pharmacologiques utilisés sont listés dans le tableau 4.

Nom Concentration utilisée Cible
Gefitinib 0,5 uM tyrosine-kinase de ’EGFR
TSA 200ng/ml HDAC de classe I et II
NaBu 2mM HDAC de Classe [ et Ila
Tubastatine A 5a10uM HDAC6

Tableau 4. Caractéristiques des différents inhibiteurs utilisés.

Le gefitinib est fourni par le laboratoire AstraZeneca France et stocké a -20°C avec une

concentration de 10 mM en solution dans le diméthylsulfoxide (DMSO).
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La Tubastatine (TA) provenant de chez Biovision est stockée a -20°C dans le DMSO (10 mM)
La TSA provenant de chez Sigma-Aldrich est stockée a une concentration 25 pg/ml. Enfin le

NaBu provenant de chez Sigma est stocké a -20°C dans I’eau a une concentration 1 M.

Les différents inhibiteurs sont dissouts dans du RPMI a la concentration souhaitée. Cette

solution remplacera le milieu de culture des plaques six puits ensemencées 24h plus tot.

2.3 Transfections

Les siRNAs ciblant HDAC6 humaine sont synthétisés par Eurogentec, et le siRNA contrdle

non spécifique par MWG Biotech. Les séquences des siRNAs ciblant HDAC6 sont:
5'-UCU-AGG-CUG-UGA-ACC-AAC-AUC-UU-3’
5'-CCC-AAG-AGU-GCU-UAU-UUA-AGU-UU -3’
La séquence du siRNA contrdle est :
5'-CUU-ACG-CUC-ACU-ACU-GCG-ATT-3".

Les cellules a 70-80% de confluence sont transfectées soit avec les siRNA anti-HDACS6, soit
avec le siRNA contrdle a une concentration finale de 2 nM, utilisant de I’Interferin (PolyPlus
Transfection) suivant les instructions de fournisseur. 4h apres la transfection les cellules sont

traitées comme indiqué précédemment.

2.4 Mesure de la prolifération et de 1’apoptose

96h apres traitement, les cellules sont trypsinées (Trypsine/EDTA Invitrogen), rincées dans du
Phosphate Buffer Saline 1X (PBS : 137 mMNaCl, 2,7 mMKCI, 4,3 mM Na,HPO,, 1,47 mM

KHPO,, pH 7,4).
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La mesure de la prolifération cellulaire est réalis€e, apres une étape de coloration au Bleu

Trypan, par le compteur de cellules Invitrogen Countess®.

Les cellules sont ensuite centrifugées (1500g, 5 min a température ambiante) puis incubées 10
min a 37°C avec du Hoechst 33342, un intercalant fluorescent de ’ADN (5 pg/mL, Sigma
Aldrich) dilué au 1/25°™ dans du PBS 1X. Les cellules sont ensuite déposées entre lame et
lamelle. Les changements morphologiques caractéristiques des cellules apoptotiques sont
détectés par microscopie de fluorescence. Le pourcentage de cellules en apoptose est déterminé

apres avoir compté au moins 500 cellules en utilisant le microscope Olympus.

2.5 Immunoblotting

Les cellules sont trypsinées, rincées deux fois dans du PBS 1X et culottées comme décrit
précédemment. Apres 45 min d’incubation dans la glace dans du tampon de lyse RIPA (Tris-
HCl 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, DOC 0,5%, NP40 1%, SDS 0,1%, H,O) additionné avec
des inhibiteurs de protéases (Complete EDTA-free, Roche) et de phosphatases (phoSTOP,
Roche), les cellules sont centrifugées (16000g, 20 min, 4°C). Le contenu en protéines extraites
dans le surnageant est dos¢ selon la méthode colorimétrique de Lowry (Biorad DC Proteinassay
kit). L étalonnage est réalisé¢ grace a une gamme de concentrations croissantes d’Albumine de
Serum Bovin (BSA) qui permet de calculer la concentration de 1’échantillon aprés lecture de la
densité optique DO a 620 nm. 40 pg de protéines sont reprises dans du tampon de charge
Laemmli 2X (Glycérol 20%, B-Mercaptoéthanol 10%, SDS 4%, Tris-HCl-pH 6,8 125 mM,
Urée 12 M et Bleu de Bromophénol), dénaturées pendant 5 min a 95°C et séparées sur un gel
de polyacrylamide dénaturant (SDS-PAGE) a 10%. Les protéines sont transférées sur une
membrane de PVDF (PolyVinyliDeneFluoride) : Hybond-P (Amersham). La membrane est

saturée pendant 45 min dans un mélange de TBS (Tris Buffered Saline)-Tween 0,1%-BSA 5%,
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puis est incubée avec I’anticorps primaire (Tableau 5) dans du TBS-Tween 0,1%-BSA 2%
pendant toute la nuit a 4°C. La membrane est ensuite rincée avec du TBS-Tween 0,1% (3 fois
10 min) puis incubée avec I’anticorps secondaire couplé a la peroxydase (Tableau 5) dans du

TBS-Tween 0,1%-BSA 2%. Aprés 3 lavages de 10 min avec du TBS-Tween 0,1%, la

membrane est révélée a I’aide du substrat ECL (EnhancedChimio-Luminescence, Amersham).

Dilution
Cible Référence Fournisseur ., IgG
utilisée
hosphoAKT ser473 DOE llsignali
phosphoAKT phospho serd73 D9 Cellsignaling 1/1000 Lapin
(pPAKT)) (XP) #4060 Technology
Cellsignaling )
AKT 67E7) #4691
AKT pan (C67E7) #469 Technology 1/1000 Lapin
phospho P44/42 . .
IIsignal
pERK (thr202/tyr204) (E10) Cf@;fgf‘omg 171000 | Souris
#9106 &y
P44/42 ERK MAPK Cellsignaling .
1/1 L
ERK #9102 Technology /1000 aptn
phosphoEGEFR tyr1068 Cellsignaling .
EGFR 1/1 L
PEG (D7A5) XP #3777 Technology /1000 apti
lIsignali
EGFR EGFR #2232 Cellsignaling 500 | Lapin
Technology
Tubuline clone B-5-1-2
Tubuline (WB) s me{;;’gg Sigma Aldrich | 1/1000 | Souris
Tubuline a Acetylé Abcam 1/1000 Souris
Cellsignali
Anti-rabbit (WB) 1¢G HRP rabbit CUSIBTANE 119000 | Chevre
Technology
lIsignali
Anti-mouse I¢G HRP mousse Cellsignaling | -, 50 | Chevre
Technology

Tableau 5. Anticorps utilisés pour la détection des protéines cibles apres électrophorése
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3. RESULTATS

Les HDAC de classe IIB sont impliquées dans les mécanismes de résistance au

gefitinib.

I1 a été mis en évidence dans la lignée cellulaire H358 de CBNPC qui surexprime I’AREG, un
mécanisme original de résistance a ’apoptose induite par gefitinib (Busser, Sancey et al.
2010a; Busser, Sancey et al. 2010b). Lors du traitement par gefitinib de ces lignées, ’AREG
provoque la séquestration de BAX dans le cytoplasme par interaction avec la protéine Ku70
rendant ainsi impossible 1’apoptose. L’acétylation de Ku70 permet la libération de BAX qui va
a la mitochondrie et déclenche 1’apoptose. La lignée H358 a donc été retenue pour étudier
I’effet des HDAC: sur la prolifération cellulaire et I’apoptose.

Les cellules ont été traitées avec du NaBu 2mM, qui inhibe les HDAC de classes I et de classe
ITa ou par la TSA a 200 ng/ml, qui inhibe les HDAC de classes I et II (Xu, Parmigiani et al.
2007). Le NaBu augmente le niveau d’expression de p21, tandis que le traitement par TSA
augmente le niveau d’acétylation de la tubuline (Figure 16a). Ces marqueurs témoignent donc
de lactivité des deux HDAC:.

Comme attendu, le traitement de la lignée H358 par le gefitinib seul n’a pas affecté la
prolifération de ces lignées cellulaires (Figure 16b) et n’a pas induit d’apoptose (Figure 16¢).
Par contre le traitement des cellules par NaBu ou TSA utilisé seul ou en association, entraine
une forte inhibition de la croissance cellulaire (Figure 16b).

Concernant 1’apoptose, le traitement par HDACi seul n’induit pas d’apoptose. Cependant, le
traitement par TSA, contrairement au NaBu, sensibilise fortement les cellules H358 a
I’apoptose induite par gefitinib (Figure 16c). Ces résultats suggerent une implication des

HDAC de classe 1IB dans la résistance au gefitinib dans les cellules H358.
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Figure 16. La TSA restaure la sensiblité au gefitinib dans les cellules de CBNPC : les cellules H358 sont
traitées par NaBu 2mM ou TSA 200 ng/ml avec ou sans gefitinib 0.5uM. (a) Le lysat cellulaire est traité par
Western blot et révélé en utilisant les anticorps anti-p21 ou anti-tubuline acétylé. La tubuline est utilisée comme
témoin des dépots protéiques. (b) La viabilité cellulaire est évaluée par comptages des cellules apres coloration au
bleu trypan. (c) le pourcentage d’apoptose est mesuré par comptage d’au moins 500 cellules colorées au Hoechst.
* P <0.05 (test de Mann et Whitney) (NT = non traitées Gef = gefitinib)

L’inhibition d’HDACG6 ne restaure pas [’apoptose induite par gefitinib.

Les HDAC de classe IIb regroupent HDAC6 et HDAC10. Nous nous sommes concentrés sur
HDACS6 en raison de son role dans la prolifération cellulaire, la tumorigénése et la réponse au
stress (Aldana-Masangkay and Sakamoto 2011). Nous avons évalué I’effet de 1’inhibition
d’HDACSG6 par siRNA sur la prolifération cellulaire, en présence ou en absence de gefitinib. Les
siRNA anti-HDAC6 diminuent le niveau d’HDAC6 dans les cellules H358, spécialement apres
traitement par gefitinib, et augmentent le niveau de la tubuline acétylé (cible d’HDACG6)

(Figure 17a).
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L’inhibition d’HDACG6 n’a pas eu d’effet significatif en termes d’inhibition de la prolifération
(Figure 17b) ou d’apoptose (Figure 17¢) dans les cellules H358 en présence ou non de gefitinib.
L’inhibition partielle de 1’expression d’HDACG6 par les siRNA pourrait masquer le role de cette
HDAC dans la résistance au gefitinib. Par conséquent nous avons choisi d’utiliser I’inhibiteur
chimique spécifique d’HDACG6 la Tubastatine A (TA), de maniére a inhiber complétement
I’activité de cette enzyme. Dans les cellules H358 traitées avec des concentrations croissantes
de TA nous avons observé une augmentation significative du niveau de la tubuline acétylée
(tétmoignant de I’inhibition d’HDACS6), a partir d’une concentration de 1 puM (Figure 18a).
Cependant I’inhibition d’HDAC6 par Tubastatine A n’a montré aucun effet significatif sur la
prolifération (Figure 18b) et sur I’apoptose (Figure 18c) dans les cellules H358 traitées ou non
par gefitinib. Ces résultats laissent penser qu’HDACG6 ne serait pas impliquée dans la résistance

au gefitinib dans les cellules H358.
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Figure 17. L’inhibition d’HDAC6 par siRNA ne restaure pas I’apoptose induite par gefitinib dans les
cellules de CBNPC: Les cellules H358 sont transfectées par siRNA anti-HDACG6 ou siRNA controle avec ou sans
gefitinib. (a) Le lysat cellulaire est séparé par Western blot et révélé en utilisant un anticorps anti-HDAC6. La
tubuline est utilisée comme témoin des dépots protéiques, et la tubuline acétylée comme témoin de I’inhibition
d’HDACG. (b) La viabilité cellulaire est évaluée par comptages des cellules aprés coloration au bleu trypan. (c) Le
pourcentage d’apoptose est mesuré par comptage d’au moins 500 cellules colorées au Hoechst. (NT = non traitées
Gef = gefitinib)
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Figure 18. L’inhibition d’HDACG6 par TA ne restaure pas ’apotose induite par gefitinib: Les cellules H358
sont traitées avec des doses croissantes de TA avec ou sans gefitinib 0.5uM. (a) Le lysat cellulaire est séparé par
Western blot et révélé en utilisant un anticorp anti-tubuline acétylé. La tubuline est utilisée comme témoin des
dépots protéiques. (b) La viabilité cellulaire est évaluée par comptages des cellules apres coloration au bleu trypan.
(c) Le pourcentage d’apoptose est mesuré par comptage d’au moins 500 cellules colorées au Hoechst. (NT = non
traitées Gef = gefitinib)

HDACG6 est impliqué dans la réculation des voies de sienalisation

De I’activation de I’EGFR résulte ’activation des voies de signalisation intracellulaires PI3K,
MAPK, STAT3 et PKC, impliquées dans de nombreux processus cellulaires (Holbro, Civenni
et al. 2003). De nombreuses études rapportent le role d’HDAC6 dans la régulation de ces voies
de signalisation. En effet, I’inhibition des voies PI3K et MAPK augmente 1’effet des HDACi
(Ozaki, Kosugi et al. 2010). D’autre part, I’inhibition d’HDACG6 est aussi connue pour activer
la voie des MAPK (Kamemura, Ito et al. 2008). Enfin, HDAC6 est nécessaire a 1’activation des

cascades de signalisation MAPK and PI3K (Lee, Lim et al. 2008). Nous appuyant sur les liens
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étroits entre HDAC6 et les voies de signalisation de I’EGFR décrit dans la littérature, nous
avons émis I’hypothese que 1’activation des voies de survie pourrait protéger les cellules H358
de I’inhibition d’HDACS6. Pour tester cette hypothése, nous avons évalué I’effet de 1’inhibition
d’HDACS, en présence ou non de gefitinib, sur les voies de signalisation MAPK/ERK1/2 et
PI3K/AKT.

Dans les cellules H358 traitées par gefitinib nous avons observé une augmentation du niveau
pAKT et pERK (Figure 19a, b), suggérant que la résistance au traitement de ces cellules ferait
intervenir les voies MAPK/ERK1/2 et PI3K/AKT. L’inhibition d’HDAC6 par TA seule
augmentait aussi le niveau de pAKT et pERK (Figure 19a). Cependant la combinaison de
traitements TA et gefitinib prévenait ’activation induite par le gefitinib de pERK, mais pas
celle pAKT. Ces résultats ont été confirmés a 1’aide de siRNA anti-HDAC6 (Figure 19b).
Ensembles, ces données indiquent qu’HDAC6 pourrait étre impliquée dans la régulation de la
voie MAPK/ERK /2 dans la résistance au gefitinib. De plus, 1’activation permanente de la voie
PI3K/AKT dans les cellules traitées par siRNA anti HDAC6 ou par TA pourrait expliquer

I’absence d’apoptose dans les cellules traitées par gefitinib.
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Figure 19. L’inhibition d’HDAC6 module les voies MAPK et PI3K : les cellules H358 sont traitées par (a) TA
avec ou sans gefitinib (b) transfectées avec des siRNA anti- HDACG6 ou contrdle et traitées ou non par gefitinib. Le
lysat cellulaire total est separé par Western Blot et revelé en utilisant des anticorps anti-tubuline acetylée, anti-
pERK, anti-ERK, anti-pAKT ou anti-AKT. La tubuline est utilisée comme témoin des dépdts protéiques.

4. DISCUSSION

L’AREG induit la résistance au gefitinib dans les CBNPC par un mécanisme dépendant de
I’acétylation. Dans cette étude, nous montrons I’'implication des HDAC de classe [IB dans cette
résistance aux EGFR-TKI. Nous avons précédemment établi que I’AREG intervient dans la
résistance au gefitinib dans les CBNPC. Ceci passe par un mécanisme original dépendant de
I’acétylation (Busser, Sancey et al. 2010a; Busser, Sancey et al. 2010b). L’AREG réduit
I’acétylation de Ku70 renforgant ainsi I’inhibition fonctionnelle de BAX. De cela résulte
I’inhibition de la toxicit¢ du gefitinib dans les cellules de CBNPC. L’implication des
mécanismes d’acétylation dans la résistance a 1’apoptose induite par gefitinib et dépendante de

I’AREG nous a encouragé a investiguer le role des HDAC.
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Nos résultats obtenus avec les HDCAi, TSA et NaBu suggerent que les HDAC de classe 1Ib
sont impliquées dans ces mécanismes de résistance. Parmis les HDAC de classe 1Ib nous avons
choisi d’¢tudier le réle d’HDAC6 en raison de ses implications dans la transformation
cellulaire, le cycle cellulaire, la réponse cellulaire au stress ainsi que la mobilité cellulaire
(Aldana-Masangkay and Sakamoto 2011). L’inhibition d’HDACG6 entraine ’apoptose des
cellules de myélome multiple (Aldana-Masangkay and Sakamoto 2011). De plus, nous savons
que HDACG6 est une HDAC cytosolique (Lee, Lim et al. 2008) et que la séquestration de BAX
impliquée dans le mécanisme de résistance au gefitinib se produit dans le cytoplasme (Busser,
Sancey et al. 2010). Toutes ces informations sont autant de données qui font d’HDACG6 le
candidat idéal.

Cependant nous n’avons pas ¢été capables de démontrer le role ’HDAC6 dans ce mécanisme
de résistance a I’apoptose induite par gefitinib. Les siRNA anti HDAC6 n’ont pas permis de
restaurer 1’apoptose induite par le gefitinib dans les cellules H358. Toutefois, 1’inhibition de
I’expression d’HDAC6 par les siRNA est relativement faible dans nos cellules, méme si celle-
ci est effective, comme le montre 1’augmentation de tubuline acétylée, cible principale
d’HDACG6 (Zhang, Li et al. 2003). Le niveau résiduel d’HDAC6 pourrait masquer 1’effet des
siRNA sur I’apoptose induite par gefitinib.

L’inhibition d’HDACG6 par la TA, décrite comme trés spécifique (Butler, Kalin et al. 2010),
nous a permis d’observer une augmentation du taux de tubuline acétylée a partir d’une
concentration d’1 uM. L’utilisation de cette inhibiteur nous permet de contourner les problémes
rencontrés avec les siRNA. Cependant, méme pour de fortes concentrations (20uM), la TA n’a
pas pu rétablir I’apoptose induite par gefitinib dans les cellules H358.

Il a ét¢ montré qu” HDACG6 jouait un role important dans la régulation de la voie MAPK ainsi
que dans la régulation de la cascade de signalisation de PI3K (Kamemura, Ito et al. 2008; Lee,

Lim et al. 2008). Ces données nous ont pouss¢ a étudier I’'impact de I’inhibition d’HADC6 sur
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ces voies de signalisation dans les cellules résistantes au gefitinib. Nous avons observé que le
gefitinib activait les voies PI3K/AKT et MAPK/ERKI1/2 dans nos cellules de CBNPC.
L’inhibition d’HDAC6 diminue 1’activation ERK1/2 induite par le gefitinib, mais pas celle
d’AKT. L’activation maintenue de la voie PI3K/AKT pourrait expliquer le faible taux
d’apoptose observé dans les cellules H358, en réponse a ’association de traitement anti-EGFR
et anti-HDAC®6. Cette voie de résistance au gefitinib pourrait étre activée par un autre récepteur
tel que ’IGF1-R, impliqué dans la résistance aux ERGF-TKI dans les cellules de CBNPC
(Morgillo, Woo et al. 2006; Hurbin, Wislez et al. 2011).

Un autre argument en faveur d’une action de la voie PI3K/AKT est apporté par I’étude menée
par (Subramanian, Jarzembowski et al. 2011). Ces travaux montrent, dans les cellules de
neuroblastome, qu’HDACS6 lie le complexe Ku70/BAX dans le cytoplasme et que I’utilisation
d’inhibiteur spécifique ou de siRNA anti-HDAC6 restaure la mort cellulaire dépendante de
BAX. Les résultats montrent qu’HDAC6 régule I’interaction entre Ku70 et BAX en diminuant
I’acétylation de Ku70 dans les cellules de neuroblastome (Subramanian, Jarzembowski et al.
2011).

Nos résultats devraient encourager la poursuite de cette étude. En particulier il serait interessant
d’¢étudier si I’inhibition d’HDAC6 combinée a celle d’AKT ou de I'IGF1-R, permet de
surmonter la résistance au gefitinib dans les cellules de CBNPC. Cependant, la seule inhibition
d’HDAC6 permet d’augmenter 1’activation pERK et pAKT suggérant qu’HDAC6 pourrait
inhiber ces voies. Ces données contradictoires sur I’effet de 1’inhibition d’HDACG6 en présence
ou absence de gefitinib restent a élucider.

Pour confirmer ces résultats, il sera important d’investiguer 1’effet de 1’inhibition de HDAC6
sur le niveau d’acétylation de Ku70.

Nos données suggerent aussi qu’HDACI10 pourrait étre impliquée dans les mécanismes de

résistance au gefitinib. Peu de choses sont connues au sujet de cette HDAC. Cependant, des
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¢tudes rapportent le role d’HDACI10 dans des cancers gastriques (Lee, Jeong et al. 2010), ainsi
que des cancers pulmonaires (Osada, Tatematsu et al. 2004). En effet, il a été montré que le
taux d’expression d’HDACI10 est un facteur prédictif de mauvais pronostic dans les CBNPC
(Osada, Tatematsu et al. 2004). De plus, HDACI10 est présent dans la cellule au niveau du
cytoplasme et du noyau (Lee, Jeong et al. 2010). Par conséquent, il pourrait &tre intéressant
d’étudier I’effet de I’inhibition d’HDACI10 sur la viabilité, I’apoptose ainsi que 1’acétylation de

Ku70 dans les cellules H358 résistantes au gefitinib.
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TITRE : Etude des mécanismes de résistance au gefitinib dans le cancer du poumon non-a

petites cellules : role des HDAC.

Conclusion

Le cancer du poumon est un probléme de santé publique majeur. Devant ’ampleur et la gravité
de I’épidémie il est urgent de proposer de nouvelles solutions thérapeutiques. Dans un tel
contexte, les EGFR-TKI tels que le gefitinib ont été développés.

Ce travail a port¢ sur 1’¢tude de ces mécanismes de résistance au gefitinib, et plus
particuliérement le réle des HDAC. Nous avons pu démontrer le role des HDAC de classe IIb

dans la résistance a 1’apoptose induite par le gefitinib dans les CBNPC surexprimant I’AREG.
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Le traitement des cellules H358 de CBNPC provoque I’activation de voies de signalisation
ERK1/2 et PI3K. L’inhibition d’HDAC6 dans ces cellules empéche 1’activation de la voie
ERK1/2 induite par le gefitinib. Cependant la seule inhibition de cette voie ne permet pas de

restaurer 1’apoptose dans ces cellules.

L’inhibition spécifique d’HDAC6, un candidat prometteur, n’a pas permis de restaurer la
sensibilité au traitement. Les résultats nous laissent penser que 1’inhibition de cette enzyme
pourrait €tre compensée par la voie de signalisation des PI3K.

Les mécanismes d’activation de cette voie restent inconnus mais les résultats suggerent que
I’utilisation de molécules 1’inhibant ou inhibant des récepteurs a 1’origine de son activation
pourrait permettre de surmonter la résistance.

Ces hypothéses, si elles étaient confirmées, offriraient de nouvelles perspectives pour la prise

en charge thérapeutique du CBNPC, en particulier pour les patients résistants au gefitinib.
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ANNEXE I — Classification OMS des tumeurs €pithéliales malignes pulmonaires

Adaptée d’apres (Beasley, Brambilla, et al. 2005)

e (Carcinome épidermoide

o Papillaire
o A cellules claires
o A petites cellules
o Basaloide

e Carcinome a petites cellules
e Carcinome a petites cellules combiné
e Adénocarcinome
o Adénocarcinome sous-type mixte
e Adénocarcinome acineux

oAdénocarcinome papillaire
o Carcinome bronchioloalvéolaire
Non-mucineux
Mucineux
Mixte mucineux et non-mucineux ou indéterminé
o Adénocarcinome solide avec formation de mucine
Adénocarcinome feetal
Adénocarcinome mucineux (colloide)
Cystadénocarcinome mucineux
Adénocarcinome a cellules en bague a chaton
Adénocarcinome a cellules claires

e Carcinome a grandes cellules

o Carcinome neuroendocrine a grandes cellules
Carcinome neuroendocrine a grandes cellules combiné
o Carcinome basaloide
o Carcinome de type lymphoépithélial
o Carcinome a cellules claires
o Carcinome a grandes cellules avec phénotype rhabdoide

e Carcinome adénosquameux

e Carcinome sarcomatoide

o Carcinome pléomorphe

o Carcinome a cellules fusiformes
o Carcinome a cellules géantes

o Carcinosarcome

o Blastome pulmonaire

e Tumeur carcinoide

o Carcinoide typique
o Carcinoide atypique
e Carcinome de type carcinome des glandes salivaires

o Carcinome mucoépidermoide
o Carcinome adénoide kystique
o Carcinome épithélial-myoépithélial
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ANNEXE II. 7°™ ¢édition de la classification pathologique TNM

(Goldstraw, Crowley et al. 2007)

e TX : Tumeur ne peut étre évaluée ou est démontrée par la présence de cellules malignes dans les
expectorations ou un lavage bronchique sans visualisation de la tumeur par des examens endoscopiques
ou d’imagerie.
e T0 : Pas d’évidence de tumeur primitive.
e Tis : Carcinome in situ.
e T1 : Tumeur de 3 cm ou moins dans sa plus grande dimension, entourée par le poumon ou la plévre
viscérale, sans évidence bronchoscopique d’invasion plus proximale que la bronchique lobaire (c’est-a-
dire pas la bronche souche).
o Tla: Tumeur de 2 cm ou moins dans sa plus grande dimension
o T1b : Tumeur de plus de 2 cm sans dépasser 3 cm dans sa plus grande dimension
e T2 : Tumeur de plus de 3 cm sans dépasser 7 cm dans sa plus grande dimension ou présentant une des
caractéristiques suivantes :
» atteinte de la bronche souche a 2 cm ou plus de la caréne
* invasion de la plévre viscérale
* présence d’une atélectasie ou d’une pneumopathie obstructive s’étendant a la région hilaire
sans atteindre 1I’ensemble du poumon.
o T2a : Tumeur de plus de 3 cm sans dépasser 5 cm dans sa plus grande dimension
o T2b: Tumeur de plus de 5 cm sans dépasser 7 cm dans sa plus grande dimension
e T3 : Tumeur de plus de 7 cm ; ou envahissant directement une des structures suivantes : la paroi
thoracique (y compris la tumeur de Pancoast), le diaphragme, le nerf phrénique, la plevre médiastinale,
pleurale ou pariétale ou le péricarde ; ou une tumeur dans la bronche souche a moins de 2 cm de la
caréne sans I’envahir ; ou associée a une atélectasic ou d’une pneumopathie obstructive du poumon

entier ; ou présence d’un nodule tumoral distinct dans le méme lobe.

99



ANNEXES

e T4 : Tumeur de toute taille envahissant directement une des structures suivantes : médiastin, coeur,
grands vaisseaux, trachée, nerf laryngé récurrent, oesophage, corps vertébral, caréne; ou présence d’un
nodule tumoral distinct dans un autre lobe du poumon atteint.

e NX : les ganglions ne peuvent pas étre évalués

e N0 : pas de métastase ganglionnaire lymphatique régionale

e N1 : métastase dans les ganglions lymphatiques intrapulmonaires, péribronchiques et/ou hilaires
ipsilatéraux, y compris par envahissement direct

e N2 : métastase dans les ganglions lymphatiques médiastinaux ipsilatéraux et/ou souscarinaires

e N3 : métastase dans les ganglions lymphatiques médiastinaux controlatéraux, hilaires controlatéraux,

scaleénes ou sous-claviculaires ipsilatéraux ou controlatéraux

e MX : les métastases a distance n’ont pas pu étre évaluées
e MO : absence de métastase a distance
e M1 : métastase a distance

MIla : Nodule(s) tumoral distinct dans un lobe controlatéral ; tumeur avec
nodules pleuraux ou épanchement pleural (ou péricardique) malin

M1b : Metastases a distance
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ANNEXE III. Référentiels de prise en charges des CBNPC.

Tiré du Référentiel Rhone-Alpes-Auvergne ; Cancer bronchique non a petites cellules. Mise a jour Octobre 2011.

Stade clinique

Al

Patient opérable J Patient inoperable
pour des causes non
/ \ carcinologigues
Exérese Exérése
compléte incompléte
1!- I_ - Radiothérapie
| plA 1B pllA pllB, stéréotaxique ou, a
p il A défaut, de conformation

ou thermoablation

Chimiothérapie
adjuvante
(4 cycles de
Cisplatine-

Vinorelbine) chez
les patients en
état physiclogique
et psychologique
de la supporter.
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Trachée, caréne,
vertébre atteintes
Discuter chirurgie et/ou
radiothérapie

HIB sans atteinte
pleurale et non
accessible a une
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ETUDE DES MECANISMES DE RESISTANCE AU GEFITINIB DANS LE CANCER
DU POUMON NON A PETITES CELLULES :
ROLE DES HDAC.

L’incidence et la mortalité¢ du cancer du poumon en font un probléme de santé publique majeur.
De nouvelles solutions thérapeutiques doivent donc étre rapidement proposées. Dans ce
contexte, les inhibiteurs de 1’activité tyrosine kinase du récepteur au facteur de croissance
épidermique tel que le gefitinib ont ét¢ développés. Toutefois de nombreuse résistance a ces
thérapeutiques sont observées. Les mécanismes de résistance moléculaire affectant leur
efficacité dans les cellules de cancer bronchique non a petites cellules (CBNPC), ne sont pas
pleinement connus. L’implication de I’amphiréguline dans la résistance au sein des cellules de
CBNPC par un mécanisme dépendant de ’acétylation a été préalablement montrée. Au cours
de notre travail, nous avons étudié I'implication des histones déacétylses (HDAC) dans ce
mécanisme. En utilisant des inhibiteurs d’HDAC, nous avons montré 1’implication des HDAC
de classe IIb dans I’inhibition de I’apoptose induite par gefitinib et médiée par I’amphiréguline
dans les cellules de CBNPC. L’inhibition d’HDAC6, HDAC de classe IIb, par la Tubastatine
A ou par les siRNA n’arrive pas a restaurer 1’apoptose induite par gefitinib. Nous avons
observé que I’inhibition d’HDAC6 augmente le niveau d’activation des voies PI3K/AKT et
MAPK/ERK1/2. Le co-traitement des cellules de CBNPC avec le gefitinib et I’inhibition
d’HDACG6 diminue I’activation de MAPK/ERK1/2, mais pas le taux de PI3K/AKT, suggérant
que la voie de survie PI3K/AKT pourrait protéger les cellules de I’inhibition de HADC6. Au
final, nos résultats suggerent que I’inhibition d’HDAC6 ne peut pas prévenir la résistance au
gefitinib dans les cellules de CBNPC et que la voie de survie PI3K/AKT peut compenser
I’inhibition d’HDAC6.

Mots clés : Cancer bronchique non a petites cellules, Inhibiteur de tyrosine-kinase, Histones déacétylases,
Gefitinib.
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