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Avant-propos

Ce travail a été effectué a linstitut Albert Bonniot de Grenoble, au sein de
I'équipe "Identification de cibles thérapeutiques et vectorisation de drogues dans le cancer
bronchique non-a petites cellules" de 'unité Inserm U823.

La thématique du laboratoire est principalement tournée vers la résistance a l'apoptose du
cancer bronchique non-a petites cellules. Aprés avoir identifié I'amphiréguline, un facteur de
croissance, comme partie prenante de la résistance a l'apoptose de ces cancers, nous avons
continué¢ a investiguer le role de cette protéine, notamment dans la résistance a certains
traitements, cause majeure de rechute, entrainant invariablement un assombrissement du

pronostic pour le patient.

I1 a été montré que les concentrations circulantes d'amphiréguline sont élevées dans le sérum
de patients qui résistent au gefitinib, une molécule récente qualifiée de "thérapie ciblée"
utilisée dans le traitement de certains cancers bronchiques. Nous avons cherché a démontrer
I'implication de I'amphiréguline dans cette résistance et a décrire le mécanisme moléculaire
sous-jacent. De nombreuses applications diagnostiques et/ou thérapeutiques découlent de ce
travail. Nous poursuivons actuellement ces recherches pour compléter la caractérisation

moléculaire de la résistance au gefitinib de cellules de cancer bronchique i vitro et in vivo.

Ce mémoire présente tout d'abord une revue bibliographique décrivant le cancer du poumon,
puis les récepteurs au facteur de croissance épidermique et enfin 1'amphiréguline. Un chapitre
est ensuite consacré & I'apoptose. La seconde partie du mémoire contient une présentation de
l'article scientifique soumis & une revue internationale de recherche en cancérologie, suivie
des principaux résultats obtenus et de l'article lui-méme. Enfin, une discussion des résultats

fait place aux perspectives qui découlent de ces travaux.
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Partie . CARCINOGENESE BRONCHOPULMONAIRE :
RAPPELS EPIDEMIOLOGIQUES, HISTO-PATHOLOGIQUES,
MOLECULAIRES ET THERAPEUTIQUES

1. Epidémiologie des cancers pulmonaires

1.1 Données Chiffrées

Longtemps deuxiéme cause de mortalité en France derriére les maladies cardiovasculaires, le
cancer est aujourd'hui la principale cause de mortalité (Figure 1) puisque 30% des décés
toutes causes confondues sont liés au cancer (Aouba ef al., 2007). De nos jours le cancer du
poumon représente un cinquiéme des décés par cancer. En conséquence, 1 décés sur 15 est
attribuable au cancer bronchopulmonaire, ce qui fait de cette pathologie un probléme majeur
de santé publique. En Europe (Figure 2), le cancer du poumon est le troisiéme cancer le plus
fréquemment diagnostiqué (386000 cas, soit 12,1% de tous les cas de cancer), aprés le cancer
du sein (13,5%) et le cancer colorectal (12,9%) et il y est la premiére cause de mortalité par
cancer (Ferlay et al., 2007). En France, chaque année, 25000 a 30000 patients vont décéder
d'un cancer du poumon, soit plus que les cancers du sein, du pancréas et de la prostate réunis
(Hill and Doyon 2006). Depuis quelques années, le nombre de nouveaux cas de cancers
bronchopulmonaires tend a se stabiliser dans la population masculine, alors qu'une
augmentation préoccupante est constatée dans la population féminine qui fume de plus en

plus (Eilstein ez al., 2008).

Une étude récente indique que le taux de survie relative a 5 ans du cancer du poumon reste
inférieur a 15% (Jemal et al,, 2008), ce qui le place au second rang des cancers les plus
agressifs, derriére le cancer du pancréas (5% de survie a 5 ans). La survie 4 5 ans est
étroitement liée au stade auquel le cancer bronchopulmonaire est diagnostiqué. En effet, 50%
des patients possédant une tumeur pulmonaire localisée, et donc opérable, sont encore en vie
5 ans apres le diagnostic. Inversement, pour une tumeur métastatique (Stade IV), moins de

3% des patients seront encore en vie 5 années apres le diagnostic.
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Figure 3. Corrélation entre consommation de cigarettes et cancer du poumon
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Au moment du diagnostic, 71% des patients présentent déja une tumeur de stade avancé
(régionale ou métastatique) qui est alors inopérable. Ce diagnostic tardif est en partie

responsable du mauvais pronostic des cancers du poumon.

1.2 Facteurs étiologiques

Le cancer bronchopulmonaire est I'une des premicres maladies pour lesquelles un lien causal
avec la consommation de tabac a été montré. Les fumeurs ont un risque de développer un
cancer du poumon 20 fois plus élevé que les non-fumeurs. Le tabac est ainsi responsable de
plus de 90 % des cancers du poumon (Figure 3). Trois facteurs importants liés au tabagisme
sont associés au risque de survenue d’un cancer bronchopulmonaire : la durée du tabagisme,
le nombre de cigarettes fumées quotidiennement et I’age de début du tabagisme (Le Faou and
Scemama 2005). Selon le modéle développé par Doll et Peto, un triplement du nombre de
cigarettes fumées par jour multiplie par trois le risque de cancer, alors qu’un triplement de la
durée du tabagisme multiplie par 100 le risque de développer un cancer du poumon (Peto et
al., 2000)

Enfin, le risque de survenue d’un cancer broncho-pulmonaire diminue aprés arrét du tabac,
sans pour autant s'annuler. Ainsi, par rapport aux non-fumeurs, le risque relatif de développer
un cancer du poumon est égal a 16 en cas d’arrét inférieur a 5 ans, 5 en cas d’arrét datant de
10 a2 19 ans et 1,5 au-dela de 40 ans.

D'autres facteurs peuvent accroitre le risque de cancer du poumon, notamment l'exposition
professionnelle (Thiberville and Paris 2004) a des agents toxiques minéraux tels l'amiante, ou
a des métaux comme l'arsenic, le chrome et le nickel (Alberg and Samet 2003). L'exposition a
un gaz souterrain appelé radon est également responsable d'une petite partie des carcinomes
bronchiques, chez les mineurs notamment. D'autres études mentionnent d'autres facteurs de
risques comme la pollution atmosphérique ou une exposition a des radiations ionisantes. Les
produits a base de pétrole sont également associés au cancer du poumon, surtout chez les
fumeurs.

Parmi les nombreuses substances chimiques retrouvées dans la fumée de cigarette, plus de 60
sont qualifiées de carcinogénes, puisque capables de provoquer l'apparition de cancers du
poumon (Hecht 2003). Citons par exemple la famille des hydrocarbures aromatiques

polycycliques, dont le benzo-a-pyréne est le chef de file, ou celle des nitrosamines.
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2. Classification histologique et pTNM des cancers

pulmonaires

Différentes classifications coexistent pour caractériser les cancers pulmonaires. On
distinguera la classification histologique de la classification pathologique. Dans tous les cas,
de telles classifications servent a préciser le pronostic, a adapter la thérapeutique a la clinique,
ainsi qu'a comparer les résultats thérapeutiques entre groupes de malades relativement

homogenes.

2.1 Classification histologique selon 1'OMS

Cette classification anatomopathologique sert a caractériser les différents cancers pulmonaires
selon des critéres histologiques simples, de maniére a étre reproductibles et donc utilisable par
tous les pathologistes. C'est le seul examen indispensable au diagnostic de cancer, il
conditionne le traitement du patient, et sert également de base aux études biologiques et
épidémiologiques (Beasley et al., 2005). La classification des tumeurs fait souvent intervenir

I'histologie sous forme de grades :

grade [ : tumeur trés différenciée
grade II : tumeur moyennement différenciée

grade III : tumeur totalement indifférenciée

La récente classification de 1'Organisation Mondiale de la Santé de 2004 (Travis ef al., 2004)
définit toutes les entités histologiques des tumeurs pulmonaires, ainsi que les critéres
diagnostiques (Annexe I). A ce jour, deux principales catégories de tumeurs malignes sont
reconnues, notamment en terme de prise en charge thérapeutique : les Carcinomes
Bronchopulmonaires a Petites Cellules (CBPC) et les Carcinomes Bronchopulmonaires Non-a

Petites Cellules (CBNPC).
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a) Les Carcinomes Bronchopulmonaires a Petites Cellules

Pratiquement toujours liés au tabagisme, ce sont des tumeurs neuroendocrines de haut grade
de malignité, dont la forme bénigne est la tumeur carcinoide, et la forme intermédiaire la
tumeur carcinoide atypique. Le CBPC est trés invasif, et est constitué de cellules de petite
taille, au rapport nucléo-cytoplasmique trés élevé. Les CBPC expriment tous au moins un des
trois marqueurs suivants de différenciation neuroendocrine : synaptophysine, chromogranine,
N-CAM. Ils représentent 15% des carcinomes bronchiques et constituent une entité anatomo-
clinique bien individualisée. Ces cancers sont souvent diagnostiqués a un stade avancé dans
70% des cas et sont traités par chimiothérapie. Le pronostic de ces CBPC est trés mauvais,

puisque la survie de ces patients n'excéde pas 2,5 années.

b) Les Carcinomes Bronchopulmonaires Non-a Petites Cellules

Cette famille de cancers bronchiques représente 85% des cancers bronchiques (Herbst ef al.,
2008) et contient plusieurs sous-types histologiques forts différents : les carcinomes
malpighiens, les adénocarcinomes et les carcinomes a grandes cellules, ou plus généralement,
toute entité ne présentant pas de caractéristiques "a petites cellules”" (Beasley, et al. 2005).
Seule une homologie dans la prise en charge thérapeutique justifie leur association au sein

d'une méme catégorie.

i) Les carcinomes malpighiens

Egalement appelés carcinomes €pidermoides ou carcinomes squameux, ces tumeurs malignes
d'origine épithéliale sont caractérisées par la présence de cellules présentant des ponts d’union
inter-cellulaires et/ou des signes de kératinisation. Ce type histologique représente 40% des
CBNPC, rassemblant les carcinomes malpighiens peu, moyennement et bien différenciés. Ce

cancer est également trés corrélé a la consommation de tabac (Spiro and Porter 2002).
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ii) Les adénocarcinomes

Le terme adénocarcinome vient du grec adeno- (qui se rapporte a une glande) et de
carcinome, qui désigne un cancer qui s'est développé dans les cellules épithéliales. Ce groupe
de tumeurs épithéliales malignes présente des signes de différenciation glandulaire ou de
production de mucine. Les adénocarcinomes bronchiques représentent le type histologique le
plus fréquemment diagnostiqués, soit 40% des cancers bronchiques. Son incidence croissante
en Europe correspond a 1'augmentation du tabagisme. 11 s'agit de 1a forme histologique la plus
fréquente de 'homme jeune (moins de 50 ans), de la femme de tout dge et du non-fumeur. La
forme bronchioloalvéolaire correspond a un adénocarcinome présentant une forme non
invasive pure, dont les cellules colonisent les parois alvéolaires sans envahir I'interstitium
alvéolaire, ni les vaisseaux, ni la plévre. Cette définition a une grande valeur pronostique avec

une survie de 100% des patients a 5 ans.

iii) Les carcinomes a grandes cellules

I1 s'agit de tumeurs malignes ne présentant pas de critéres de différenciation des carcinomes
épidermoides, glandulaires ou a petites cellules. Il s'agit donc d'un diagnostic d'exclusion,
représentant 20% des patients porteurs de CBNPC. Au sein de cette famille comprenant cing
membres, deux ont un impact direct sur le pronostique. Le carcinome neuro-endocrine a
grandes cellules et le carcinome basaloide, qui possédent respectivement le meilleur

pronostic et le pronostic le plus péjoratif.
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2.2 Classification pathologique TNM (pTNM) selon I'UICC

C'est la classification d'extension tumorale, qui intervient apres le diagnostique histologique
sert de référence pour le clinicien pour adapter la thérapeutique et constitue la base pour toute
¢tude épidémiologique. Elle permet d'apprécier le stade histopathologique d'extension d'une
tumeur (pTNM) apres examen macroscopique et microscopique de la pi¢ce de résection par le

pathologiste.

L'Union Internationale Contre le Cancer (UICC) a établi la 6™ classification pTNM du
cancer bronchique en 2002 (Tableau 1)

Le stade histopathologique refléte le degré d'invasion tumorale. La classification pTNM est

basée sur la prise en compte de trois éléments :

T = Taille et/ou extension de la tumeur primitive
N = présence ou absence de métastase ganglionnaire (ganglions locorégionaux ou “ Nodes )

M = présence ou absence de Métastase(s) a distance

La classification pTNM permet alors d'évaluer l'avancement de la tumeur par stades, et

d'apres le Tableau 1, on retrouve :

- Stade 0 : Cancer in sifu (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)

Le CBNPC est la forme de cancer bronchique diagnostiquée dans la plus grande majorité des
cas (85%), a des stades souvent avancés. Cette famille histologique sera essentiellement

étudiée dans la suite de ce mémoire.
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3. Le Cancer Bronchique Non-a Petites Cellules (CBNPC)

3.1 Caractéristiques moléculaires de la carcinogenése du CBNPC

La transformation d'une cellule épithéliale bronchique normale en cellule cancéreuse résulte
de la rupture de I'équilibre entre l'expression de génes "prolifératifs”", favorisant le
déroulement de la division ou de la différenciation cellulaire (proto-oncogénes), et de génes
"antiprolifératifs" (génes suppresseurs de tumeurs), freinant le cycle cellulaire ou induisant la
mort cellulaire programmée (apoptose). Cette accumulation séquentielle, sur une période
relativement longue, d'anomalies génétiques et épigénétiques dérégule 'homéostasie de la
cellule épithéliale de 1'arbre respiratoire. Ces anomalies se traduisent par des mutations
ponctuelles a 1'échelle nucléotidique, ou par des anomalies qualitatives (réarrangements,
délétions, amplification génique) ou quantitatives (aneuploidie) a 1'échelle chromosomique.
Le concept de carcinogenése par étapes successives (carcinogeneése bronchique multi-étapes)
s'illustre ainsi parfaitement dans le cancer du poumon. En effet, les études histologiques ont
révélé un véritable continuum Ilésionnel au niveau de I'épithélium bronchique, allant de
I'hyperplasie basale au carcinome invasif, en passant par des stades de métaplasie

malpighienne, de dysplasies 1égeres a sévéres, puis de carcinome in situ (Figure 4).

Le modele de carcinogenése bronchique (Figure 5) correspond au modéle de carcinogenése
générale décrit par Hanahan et coll. selon lequel les anomalies génétiques accumulées sont
responsables de l'acquisition par la cellule bronchique normale, des six propriétés
élémentaires qui vont en faire un cellule tumorale (Hanahan and Weinberg 2000) :
- I'indépendance vis-a-vis des facteurs de croissance (ou autosuffisance) qui permet
aux cellules de rester dans un état de prolifération active et soutenue,
- l'insensibilité vis-a-vis des signaux inhibiteurs de croissance
- 1a capacité d'échapper a la mort cellulaire programmée ou apoptose
- 'acquisition d'un potentiel réplicatif illimité par division illimitée des chromosomes
(échappement a la sénescence réplicative)
- la capacité a induire un réseau de néovascularisation (pour les apports de
nutriments ou d'oxygéne)
- l'acquisition d'un phénotype "mobile" et invasif, donnant a la cellule tumorale la

capacité de s'implanter a distance de son tissu d'origine (pouvoir métastasiant).




Fréquence de

_surexpression e

Mécanisme d'activation

Nom Fonction

EGFR  Récepteur membrannaire a
tyrosine Kinase

ERBB2 Récepteur membrannaire a
tyrosine Kinase

K-Ras Protéine G sous-
membranaire
Transduction du signal
de croissance

c¢-Myce Facteur de transcription

P13 Protéine kinase sous-

kinase membranaire
Transduction du ignal de
croissance

. Mutations somatiques pour 31% 45-90% de CBNPC
des adénocarcinomes
. Autres : dérégulation
transcriptionnelle et traductionnelle
. Amplification génique 20% adénocarcinomes
. Mutation dans 4% des ADC

. Mutations somatiques des codons 15-30% des CBNPC
12,13 et 16

. Amplification génique 50% des cancers

. Dérégulation transcriptionnelle  bronchiques
. Amplification génique
. Mutation somatique 4% des CBNPC

Tableau 2. Principaux oncogénes impliqués dans la carcinogenese des CBNPC

D'aprés (Risch and Plass 2008), (Sanchez-Cespedes 2003) and (Breuer ef al., 2005)
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3.2 Oncogénes et signaux prolifératifs

Les proto-oncogenes codent pour des geénes intervenant dans 1'une des étapes de transmission
d'un signal de croissance stimulant la division cellulaire. Ils comportent entre autres, des
facteurs de croissance et leurs récepteurs, des protéines transductrices associées aux
membranes, des protéines nucléaires impliquées dans le contréle de la transcription et ou de la
réplication du cycle cellulaire. Dans les cellules tumorales, la modification de structures
(altération qualitative) ou d'expression (altération quantitative) de ces geénes en réponse a des
mutations, amplifications géniques, translocations chromosomiques mais aussi d'anomalies
épigénétiques conduit a leur activation constitutive sous la forme d'oncogénes. Ces
modifications conférent aux oncogénes leur capacité d'induire (seuls ou en coopération), le
phénoméne de transformation tumorale, certains étant capables d'immortaliser les cellules (c-
myc), ou d'induire l'acquisition d'un phénotype tumoral (ras). Par ailleurs ces génes sont dits
dominants au niveau cellulaire car leur pouvoir transformant repose sur la modification d'un
seul de leurs alléles (paternel ou maternel).

De nombreux oncogénes ont été identifiés a ce jour, la liste des oncogénes les mieux

caractérisés au cours de la carcinogenése bronchique apparait dans le Tableau 2.

Certains oncogeénes sont de faibles marqueurs pronostiques mais sont impliqués dans la
réponse aux traitements. C'est le cas du récepteur au facteur de croissance épidermique
(EGFR) dont les mutations prédisent la réponse au traitement par les inhibiteurs de tyrosine-
kinase, gefitinib (Iressa®) et erlotinib (Tarceva®) utilisés dans la prise en charge thérapeutique
de certains adénocarcinomes pulmonaires (Sharma ef al., 2007). A l'inverse, la mutation de K-
ras prédit la résistance aux traitements par les inhibiteurs de tyrosine-kinase (Pao et al., 2005)
mais également une activation constitutive et non régulée des cascades en aval des récepteurs
membranaires des facteurs de croissance conduisant a I'indépendance vis-a vis de facteurs de
croissance et favorisant la survie et la prolifération cellulaire.

Outre les oncogenes cités ci-dessus, les facteurs de croissances tels que l'amphiréguline
(AREG), I'EGF (Epidermal Growth Factor), I'GF-1 (Insulin-like Growth Factor) ou le TGF-a
(Transforming Growth Factor alpha) sont également impliqués dans la tumorigenese
bronchopulmonaire. Leur surexpression ainsi que celle de leurs récepteurs par les cellules
tumorales sont a l'origine de boucles de croissance autocrines ou paracrines qui permettent

d'acquérir une indépendance en facteurs de croissance par rapport au milieu extracellulaire.




Nom Fonction Mécanisme d'inactivation Fréquence
d'altération
pS3 "Gardien du génome" . Transversion G—T (tabac) 75 a 100% des CBPC
Facteur de transcription . Déletions 42%CBNPC
Contrdle le cycle cellulaire . Petites insertions 75% c. epidermoides
Réparation ADN/Apoptose 50% adénocarcinomes
p16 Kinase dép. des cyclines . Hyperméthylation promoteur 50% cancers powmon
ou CDK . LOH ou mutations ponctuelles
Régule transition G1/S . Délétions homozygotes
PTEN Tyrosine-phosphatase . Hyperméthylation promoteur 20% cancers poumon
. Délétions homozygotes
. Mutations ponctuelles
FHIT Dinucleoside hydrolase . LOH par perte du bras court 3p 40 % CBNPC
Role proapoptotique . Délétions homozygotes
RASSF1 Régulateur négatif de G1/S . LOH par perte du bras court 3p  60% CBPC
et role proapototique . Hyperméthylation promoteur 30-40% CBNPC
RAR-B  Récepteur nucléaire . Hyperméthylation promoteur 40-60% CBNPC

Tableau 3. Principaux génes suppresseurs de tumeurs impliqués dans la carcinogenése
des CBNPC. D'aprés (Risch & Plass 2008), (Sanchez-Cespedes 2003) and (Breuer, ef al.
2005)
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La surexpression de facteurs de croissance impliqués dans l'angiogenese incluant les
cytokines VEGFs (Vascular Endothelial Growth Factor) (Merrick et al., 2005) et de leurs
récepteurs VEGFR1, VEGFR2, neuropillines 1 et 2 (Lantuejoul ez al., 2003) interviennent
également de maniére non négligeable dans le développement de ces cancers.

Enfin l'activation d'un mécanisme de maintien de la longueur des téloméres est indispensable
a l'i'mmortalisation des cellules humaines et semble constituer une étape nécessaire de la
transformation néoplasique pulmonaire. En ce sens, I'acquisition d'une activité télomérase
¢levée est observée dans la quasi-totalité des carcinomes a petites cellules et dans 85% des

CBNPC (Lantuejoul et al., 2007).

3.3 Génes suppresseurs de tumeurs et signaux inhibiteurs de

croissance

L'inactivation de génes suppresseurs de tumeur est l'une des étapes les plus précoces de la
carcinogenése bronchique. Ces geénes exercent a 1'état normal une fonction régulatrice
négative sur la prolifération cellulaire. Les produits de ces génes sont capables de
contrecarrer l'effet des oncogenes et d'inhiber le phénotype tumoral d’ou leur nom de geénes
suppresseurs de tumeur (ou anti-oncogeénes). Leur inactivation léve donc une contrainte
critique sur la prolifération cellulaire et contribue a la tumorigénicité. Ils sont dits récessifs au
niveau cellulaire car leurs deux alléles, paternel et maternel, doivent étre altérés pour inactiver
leurs fonctions. En régle générale, deux événements moléculaires sont nécessaires a leur
activation: 1) La délétion d'un large fragment d ADN chromosomique sur un alléle ou perte
d'hétérozygotie (LOH=loss of heterozygosity), 2) L'inactivation de l'all¢le restant par
mutation ou altération épigénétique.

Le Tableau 3 représente les principaux genes suppresseurs de tumeur dont I'expression est

altérée ou perdue dans les CBNPC.

Au cours du processus de tumorigenése bronchopulmonaire, les genes suppresseurs de tumeur
précocement et préférentiellement inactivés codent pour des protéines qui appartiennent aux
deux grandes voies de signalisation P16 ™*/RB-E2F et P53/P14ARF-MDM2.

Ces voies contribuent au bon déroulement du cycle cellulaire et au maintien de l'intégrité du

génome en raison de leur implication au niveau des points de contrdle activés lors des points
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de passage entre les phases G1-S et G2-M du cycle cellulaire. Ces points de contréle (check-
points) sont des centres décisionnels dictant a la cellule son devenir, selon les signaux qu'elle
regoit (altération de 'ADN par exemple). Ces check-points décident d'une progression a
travers le cycle, d'un arrét du cycle pour réparer 'ADN endommagé et/ou d'une mort par

apoptose si la cellule est incapable de réparer les 1ésions génomiques.

Dans les cancers bronchiques, la voie de signalisation RB/P16 ™* est quasiment toujours
altérée. Dans les CBPC, RB n'est pas exprimé. Dans les CBNPC, RB est présent mais est
inactivé par hyperphosphorylation suite a la perte de la protéine p16 ™** (50% des cas),
délétion du locus Ink4a (1/3 des cas) ou hyperméthylation du promoteur de RB (Gazzeri et al.,
1998).

La voie antiproliférative de signalisation dépendant de la protéine p53 est inactivée dans 50%
des CBNPC (Zochbauer-Muller et al.,, 2002). L'inactivation de ce facteur de transcription a
lieu dans 80% des cas par délétion d'un premier alléle suivie d'une mutation ponctuelle sur
l'alléle du chromosome restant. P53 induit 1'expression d'effecteurs variés qui conduisent a un
arrét du cycle cellulaire pour permettre, soit la réparation de I'ADN, soit la mort cellulaire

programmée, son inactivation constitue un facteur majeur d'échappement a l'apoptose.

A coté des anomalies touchant les voies RB/p53, la trés haute fréquence de la perte allélique
au niveau du bras court du chromosome 3 (90% des CBPC et 70% des CBNPC) a permis
d'identifier plusieurs genes suppresseurs de tumeurs dans cette région du génome, parmi
lesquels FHIT (Fragile Histidin Triad), RARS (Retinoic Acid Receptor ), RASSFI (Ras
Association domain Family protein 1A, dont I'expression est perdue dans 30 a 40% des
CBNPC), ROBBOI/DUTTI (Roundabout 1/Deleted in U Twenty Twenty), SEMA 3F
(Semaphorin 3F), et SEMA 3B (Semaphorin 3B). D'autres génes suppresseurs de tumeurs sont
potenticllement impliqués mais de manicre moins fréquente tels que PTEN/MMACI
(Phosphatase and Tensin homolog/Mutated in Multiple Advanced Cancer 1), 2OGGI (Human
8-oxoguanine DNA glycosylase), CDH-1 (E-Cadhérine) dont la perte d'activité (20% des
CBNPC) favorise le potentiel invasif (Herbst et al., 2000), et CDH-13 (H-Cadhérine).

Les phénomeénes épigénétiques tels I'nyperméthylation des promoteurs entrainent la perte
d'expression du geéne concerné. Dans le cas de Pten, protéine qui régule négativement la voie
antiapoptotique de PI3K-AKT, I'hyperméthylation de son promoteur (6% des CBNPC)

entraine un signal de survie constitutif (Soria ef al., 2002).
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3.4 Prise en charge thérapeutique du CBNPC

Le traitement des CBNPC va dépendre du type histologique et de la classification TNM
d'extension de la maladie. Cependant d'autres critéres secondaires comme l'état général du
patient ou son 4ge peuvent contre-indiquer certains traitements, et contraindre le clinicien a

opter pour des alternatives thérapeutiques, voire instaurer un traitement palliatif.

De nombreux traitements coexistent dans la prise en charge du CBNPC. Cette diversité traduit
leur efficacité limitée, rappelant que le cancer du poumon est plus facile a prévenir (cessation
du tabagisme) qu'a traiter. Seules les méthodes de traitement a visée curative seront décrites

ci-apres.

a) La chirurgie

La chirurgie est a la fois le plus ancien traitement des cancers bronchiques et le plus efficace
(Martini 1990 ; Shields 1993). De nos jours, deux grandes alternatives chirurgicales sont

offertes au chirurgien selon l'indication du type d'exérese :

i) La pneumectomie, pour les cancers centraux avec atteinte hilaire ou scissurale,
ainsi que pour les cancers périphériques avec dépassement scissural et/ou métastases

ganglionnaires hilaires ou scissurales.

1) La lobectomie simple, élargie ainsi que la bilobectomie, pour les cancers
périphériques de stade NO ou N1.
Les résections limitées a moins d'un lobe sont considérées comme insuffisantes. Un curage

ganglionnaire est systématiquement réalisé en peropératoire.
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b) La radiothérapie

La radiothérapie est la deuxiéme thérapeutique qui a fait la preuve de son efficacité dans le
traitement des CBNPC (Dautzenberg and Choukroun 1998). On retrouve plusieurs indications
pour la radiothérapie :

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

1) 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.

Les doses de radiothérapie sont exprimées en grays (Gy). Pour les cancers bronchiques, on
délivre souvent 60 Gy en 30 fraction de 2 Gy car les doses faibles (40 Gy) sont jugées
inefficaces. L'effet secondaire le plus constant de la radiothérapie est I'cesophagite, suivi par la

fibrose pulmonaire des zones irradiées.

¢) La chimiothérapie anti-cancéreuse

Il s'agit d'un traitement systémique, par opposition aux traitements loco-régionaux, donc
particuliérement indiquée, pour les cancers non-opérables, dans les maladies disséminées ou a

haut risque de dissémination.

1) Les chimiothérapies conventionnelles.

L'usage de drogues cytotoxiques pour traiter le CBNPC est conditionné par le stade de la
maladie, I'état général du patient, et la présence éventuelle de comorbidités. Les nombreux
effets indésirables, dont la nature et la puissance sont dose- et drogue-dépendants (Annexe
II), peuvent contraindre le clinicien a abandonner le traitement. Le maniement des agents
anticancéreux est souvent difficile en raison de leurs toxicités parfois létales. Les indications
thérapeutiques doivent toujours tenir compte du rapport entre la toxicité et le bénéfice attendu
pour un patient.

La monochimiothérapie n'a que peu d'intérét mais certaines indications peuvent la justifier.
On associe fréquemment deux ou trois molécules, ayant des mécanismes d'action différents au

sein de protocoles de polychimiothérapie. La sensibilité a4 la chimiothérapie est d'une
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extréme variabilité en fonction du type histologique, le taux de réponse moyen étant de 1'ordre
de 30 % (Vignot and Besse 2007).

Le traitement standard actuel est la bithérapie basée sur un doublet contenant un sel de platine
(cisplatine ou carboplatine). Ce sel est alors associé¢ a une molécule de troisiéme génération
telle la vinorelbine (si une cure de radiothérapie concomitante est prévue), la gemcitabine (en
absence de radiothérapie) ou le paclitaxel (Schiller et al, 2002). Cependant de nombreux
protocoles coexistent (Annexe IIT) et permettent aux cliniciens d'adapter au mieux le

traitement en fonction du patient et de sa pathologie.

i1) Les thérapies ciblées.

Face aux mauvais succes des traitements conventionnels, un besoin urgent de nouvelles
thérapies efficaces s'est fait cruellement ressentir. Une des approches les plus prometteuses est
l'utilisation de "thérapies moléculaires ciblées", traitements destinés a cibler de fagon sélective
un agent responsable de la croissance tumorale appartenant a la tumeur elle-méme, ou a son
micro-environnement, afin d'épargner le tissu sain. L'utilisation de ces nouveaux médicaments
permet d'améliorer les taux de réponses et la survie (Vignot and Besse 2007). Le premiere
cible développée avec succes dans le cancer bronchique fut l'angiogenése tumorale. La
récente évaluation de I'étude clinique de Phase III AVAIL (Avastin for Lung Cancer) montre
l'efficacité du bevacizumab (AVASTIN®), un anticorps monoclonal anti-VEGF, en premiére
ligne du CBNPC en association a la chimiothérapie. Ce traitement, déja utilisé dans le cancer
colorectal, améliore de 30% la survie sans progression et de 70% le taux de réponse a la
chimiothérapie du CBNPC.

De la méme fagon, I'EGFR est également une des cibles privilégiées des thérapies
moléculaires ciblées, validée dans de nombreux cancers, y compris le CBNPC. Le Chapitre I1
est consacré a ce récepteur dont le ciblage thérapeutique a démontré un bénéfice sur la survie

des CBNPC en 2°™ ligne dés 2005 (Shepherd ez al., 2005).
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Partie II. LE RECEPTEUR DE L'EGF EN CANCEROLOGIE
PULMONAIRE

Le EGFR est un intervenant majeur de la signalisation cellulaire. Il participe a de nombreux
processus physiologiques tels la prolifération cellulaire, la survie ou la migration, que la

cellule soit normale ou cancéreuse.

1. La famille de I'EGFR et leurs ligands

1.1 La famille ERBB

La sous-classe I de la superfamille des récepteurs tyrosine kinase est constituée des récepteurs
ERBB qui est composée de quatre membres. Cette famille multigénique et ubiquitaire
comprend I'EGFR (également connu sous le nom d'ERBB1), ERBB2 (également connu sous
le nom d'HER2, ou neu), ERBB3 et ERBB4. Les quatre ERBB possédent un domaine
extracellulaire ou se trouve le site de fixation des ligands (excepté pour ERBB2, qualifié¢ de
récepteur "sourd"), un domaine transmembranaire, et un domaine intracellulaire porteur de
l'activité tyrosine kinase (excepté pour ERBB3, qualifié de récepteur "muet" (Citri ef al.,
2003)). L'EGFR est le premier récepteur pour lequel on a pu démontrer une activité tyrosine
kinase induite par ses ligands. L'EGFR est une glycoprotéine de 170 kDa, retrouvé sous forme
de monomeére inactif en l'absence de ligand. La fixation d'un ligand entraine un changement
conformationnel du récepteur qui va permettre l'association de deux monoméres, formant

ainsi un dimeére actif (Beerli and Hynes 1996).

1.2 Les ligands de la famille de 'EGF

Les ligands de la famille de I'EGF peuvent étre classés en fonction de leur sélectivité pour les
récepteurs (Beerli and Hynes 1996). L'EGF, le tumor growth factor-alpha (TGF-a),
I'amphiréguline (AREG), et 1'épigene (EPG) se lient préférentiellement & I'EGFR.
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‘_Re'Cﬂteurs de facteurs de croissance

‘Liﬁands reconnus

Année de découverte

EGFR (EGF receptor) = ERBB1 = HER1
ERBB2 = HER2 = neu

ERBB3 = HER3

ERBB4 = HER4

Tous sauf NRG
Aucun
NRG 1 et2

BTC. HB-EGEF. EPC
etNRG1a4

1978, cloné en 1984
cloné en 1985
cloné en 1989

cloné en 1993

‘Facteurs de croissance

Récepteurs reconnus 2

Récepteurs hétérodimérisés

EGF = epidermal growth factor

TGF-a = tumor growth factor

AR = Amphiréguline

EPG = Epigéne

HB-EGF = Heparin binding EGF like growth factor
BTC = Bétacelluline

EPR = Epiréguline

EGFR
EGFR
EGFR
EGFR
EGFR. ERBB4
EGFR. ERBB4
EGFR. ERBB4

NRG = Neurégulines (4 génes. nombreux isoformes) ERBB3. ERBB4

ERBB 1+2. 1+3.1+4

ERBB 1+2. 1+3. 1+4

ERBB 1+2. 1+3, 1+4

ERBB 1+2, 2+4

ERBB 1+2. 2+4

ERBB 1+2. 1+3, 1+4, 2+4
ERBB 1+2. 2+4

ERBB 1+3. 1+4, 2+3, 2+4, 3+4

Tableau 4. Les récepteurs de la famille ERBB et leurs ligands
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La bétacelluline (BTC), I'heparin-binding EGF like growth factor (HB-EGF) et 1'épiréguline
(EPR) se lient a 'EGFR et ERBB4. Les neurégulines (NRG) 1 et 2 se fixent 8 ERBB3 et/ou
ERBB4, tandis que NRG 3 et 4 ne se fixent qu'a ERBB4. Aucun ligand capable de se lier a
ERBB2 n'a pu étre trouvé (Citri, et al. 2003). Tous ces ligands sont de petites protéines
solubles qui dérivent de précurseurs membranaires clivés par des protéases membranaires.
Cette étape est fondamentale pour le contréle des stocks de ligands disponibles et 1'activation
des récepteurs.

Une complexité supplémentaire de la signalisation cellulaire médiée par les récepteurs ERBB
réside dans le fait qu'un ligand spécifique peut induire la formation d'homodimeéres (i.e. deux
monomeres d'un méme récepteur) mais également d'hétérodimeres (i.e. deux monoméres
différents). Par exemple, certains ligands exclusifs de I'EGFR induisent la transactivation
d'ERBB2, d'ERBB3 et d'ERBB4 via la formation d'hétérodiméres avec I'EGFR (Riese ef al.,
1996). Similairement, les NRG peuvent activer les quatre ERBB bien qu'en étant ligands
spécifiques d'ERBB3 et ERBB4 (Riese, et al 1996) via ces phénomeénes

d'hétérodimérisation.

Une grande variabilité de signaux cellulaires résulte donc des nombreuses combinaisons entre
une dizaine de ligands et dix diméres possibles. Un récapitulatif des récepteurs, des ligands, et

des associations en diméres est présenté dans le Tableau 4.

1.3 Les voies de signalisation intracellulaires de 'EGFR

Les effets biologiques résultant de la stimulation par les ligands dépendent uniquement de
l'activité tyrosine-kinase de I'EGFR. Aprés fixation d'un ligand, les récepteurs se dimérisent et
s'autoactivent. Cette activation de la kinase des récepteurs conduit a la phosphorylation des
résidus tyrosine de l'extrémité —COOH terminale (Olayioye et al, 2000). Ces tyrosines
phosphorylées sont reconnues et liées par des protéines possédant des séquences consensus
d'acides aminées de type SH2 (src homology 2) et PTB (phosphotyrosine binding). Ce
recrutement de protéines dites adaptatrices permet I'activation des signaux intracellulaires car
ces derniéres ont de nombreuses fonctions notamment celle de concentrer les substrats auprés
des sites kinase, de recruter des enzymes cytoplasmiques, ou d'adapter des protéines a la
membrane cellulaire. Quelques secondes apres l'autophosphorylation du récepteur, les

tyrosines des protéines de signalisation recrutées au contact du récepteur sont phosphorylées
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Ligands
= signal extérieur

Milieu Extracellulame

Récepteur de ’'EGF
= transduction du signal

Protéines adpatatrices
Protéines initiatrices
= initiation du signal

Protéines de signalisation
= propagation et ampli-
fication du signal

Facteurs de transcription
= effecteurs

Effets biologiques

= résultat

Figure 6. Représentation schématique de la distribution de I’information issue de

I'activation de I'EGFR. D ‘apres (Holbro ef al., 2003)
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par la tyrosine kinase activée du récepteur. Citons les protéines She, Grb7, Grb2, Crk, Nck, la
phospholipase Cy (PLCy), les kinases intracellulaires Src et PI3K, les tyrosines phosphatases
SHP1 et SHP2 et l'ubiquitine-ligase Cbl E3. A leur tour ces protéines adaptatrices vont
stimuler les voies de signalisation en aval. Tous les ligands induisent 'activation de la voie
ras/raf/MEK/MAPK via les protéines adaptatrices Grb2-sos ou Shc (Jorissen ef al., 2003). Le
recrutement de la sous-unité régulatrice p85 va permettre 'activation de la voie PI3K/Akt.
Enfin, ces cascades de signalisation vont activer en bout de chaine différents facteurs de
transcription, dont c-fos, c-Jun, c-myc, p9ORSK, STAT (signal transducer and activator of
transcription), NF-xB, et les membres de la famille Ets (Biswas et al.,, 2000 ; Cutry et al.,
1989 ; O'Hagan and Hassell 1998 ; Olayioye ef al., 1999 ; Quantin and Breathnach 1988).

Cette diversification, ou "redistribution de l'information avec amplification de signal" est

illustrée de fagon simplifiée dans la Figure 6.

2. Les Fonctions de 'EGFR

2.1 Role physiologique de I'EGFR

L'EGFR va permettre le recrutement de nombreux facteurs de transcription impliqués dans la
croissance, la différenciation et le controle du métabolisme cellulaire. L'EGFR est également
capable de véhiculer des signaux cellulaires activateurs de prolifération ou favorisant le
potentiel de migration et/ou d'invasion pour beaucoup de types cellulaires. Des effets anti-
apoptotiques lui sont également attribués (Normanno et al., 2006)

L'EGF et son récepteur sont également impliqués dans le développement embryonnaire et
dans le renouvellement de cellules souches des tissus normaux tels la peau, le foie ou les
intestins. L'importance de ce récepteur pour la prolifération et la différenciation cellulaire au
cours du développement et pour la physiologie de l'adulte normal a été mise a jour grace a des
modeles de souris génétiquement modifiées. Des souris knock-out (KO) pour I'EGFR
présentent un taux de mortalité élevée et un retard embryonnaire. La plupart des nouveaux-
nés meurent souvent de problémes respiratoires entre 8 et 21 jours. ls présentent des signes
de prématurité, des dysfonctions cérébrales, ainsi que de nombreuses anomalies épithéliales
de la peau, des poumons, du tractus gastro-intestinal et des reins (Miettinen et al, 1995 ;

Sibilia and Wagner 1995 ; Threadgill ef al., 1995).
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2.2 Réle de I'EGFR dans la tumorigenése

Cette signalisation complexe basée sur l'amplification de signal permet & I'EGFR d'étre
impliqué dans le développement de nombreux cancers humains. En effet, les patients dont les
tumeurs présentent des altérations dans la signalisation de 'EGFR ont tendance & avoir une
progression tumorale plus agressive, et on associe souvent ces modifications a un mauvais
pronostic (Hynes and Lane 2005 ; Krause and Van Etten 2005 ; Nicholson ef al., 2001).

Historiquement, I'EGFR a été l'un des premiers proto-oncogénes cellulaires caractérisés
(Downward et al., 1984 ; Ushiro and Cohen 1980) et la premiére tyrosine kinase directement
impliquée dans la carcinogenése humaine (Gschwind ef al., 2004). Depuis, l'implication de
tous les membres de la famille ERBB a été constatée dans de nombreux cancers, et
notamment les carcinomes (Normanno et al., 2001). Divers mécanismes perturbant la voie de
I'EGFR ont été décrits en cancérologie fondamentale parmi lesquels des mutations de I'EGFR,
des surexpressions (avec ou sans amplification du géne) ou une stimulation anormale par les
ligands (Gschwind, et al. 2004). Dans les gliomes, une amplification de I'EGFR est souvent
accompagnée de réarrangements structuraux qui induisent des délétions dans la partie
extracellulaire de 'EGFR, dont la plus fréquente génére le variant EGFRVIII (Ekstrand et al.,
1992). Les carcinomes du sein, des ovaires et du poumon expriment aussi ce variant
(Moscatello et al., 1995). Dans de nombreux cancers, tels les cancers digestifs, pulmonaires,
urinaires, les ligands EGF-like sont produits par la tumeur elle-méme, induisant une activation
constitutive de 'EGFR ((Salomon ez al., 1995) pour revue). Toutes ces altérations aboutissent
soit a une activité kinase augmentée, soit a une activité kinase constitutive. De trés nombreux
travaux visent ainsi a inhiber cette activité anormale afin de contrecarrer la progression

tumorale (Hynes and Lane 2005 ; Schlessinger 2000).

2.3 Role de I'EGFR dans la tumorigenése pulmonaire

Soixante a 80 % des CBNPC (et prés de 100% des carcinomes malpighiens) surexpriment
I'EGFR a la surface des cellules (Garcia de Palazzo et al, 1993 ; Rusch et al, 1995).
L’amplification génique du géne EGFR, analysée par hybridation fluorescente in situ (FISH)
est retrouvée dans 30 a 50 % des CBNPC.
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Beaucoup de ces tumeurs sécrétent les ligands de 'EGFR tels I'EGF, 'AREG, 'HB-EGF de
fagon autocrine, afin de devenir indépendants vis-a-vis de facteurs de croissance présents dans
I'environnement tumoral. Cette stimulation autonome et continue de I'EGFR entraine un
signal constitutif de prolifération cellulaire. De plus, des mutations activatrices de la tyrosine
kinase de I'EGFR ont également été décrites dans 16% des carcinomes épidermoides
bronchiques et 40% des cas avec hyperexpression du récepteur (Garcia de Palazzo, et al.
1993).

Ces données montrent l'intérét de cibler spécifiquement 'EGFR dans les CBNPC afin

d'enrayer son activation constitutive.

3. EGFR: une cible privilégié¢e dans le CBNPC

Une approche ciblée assure une meilleure sélectivité thérapeutique, et permet d’atténuer les
effets toxiques d'autres approches moins sélectives telles que la chimiothérapie
conventionnelle. Cette révolution thérapeutique concerne également les carcinomes
bronchiques ot de nombreuses cibles et molécules sont aujourd’hui en cours développement
et de validation. A l'heure actuelle, deux familles de molécules "de thérapie ciblée anti-
EGFR" sont disponibles sur le marché, les anticorps monoclonaux et les inhibiteurs de la

tyrosine kinase de 'EGFR (EGFR-TKI).

3.1 Les anticorps monoclonaux

Les premiers anticorps monoclonaux spécifiques de 'EGFR ont été isolés a partir de
récepteurs partiellement purifiés (Sato et al, 1983) et de la lignée A431 qui surexprime
I'EGFR (Schreiber et al., 1981). Ces anticorps se fixent sur la partie extracellulaire de 'EGFR
empéchant la fixation du ligand. Un deuxiéme avantage fondamental de cette stratégie anti-
EGFR est la possibilité de cibler la cellule tumorale par le systéme immunitaire, via 1'activité
cytotoxique médiée par les anticorps. Par ailleurs, la pharmacocinétique des anticorps
monoclonaux est moins sujette a la forte variabilité interindividuelle observée avec les EGFR-
TKI. Actuellement, quelques anticorps monoclonaux administrés par voie intraveineuse et

ciblant I'EGFR sont testés dans le CBNPC, parmi lesquels le cetuximab et le panitumab.
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a) Le cetuximab

Le cetuximab (Erbitux®) est un anticorps monoclonal chimérique murin/humain qui se lie
spécifiquement au domaine extracellulaire de 'EGFR. Il dérive du mAb225 isolé par
Mendelsohn and coll. (Sato, et al. 1983) et est un inhibiteur puissant des cellules cancéreuses
qui présentent une activation autocrine de 'EGFR ou pour les cellules qui le surexpriment
(Goldstein et al., 1995). Le cetuximab est capable d'induire 1'internalisation de 'EGFR suivie
de sa dégradation, ce qui n'est pas le cas des EGFR-TKI (Lilenbaum 2006).

Le cetuximab a regu son Autorisation de Mise sur le Marché américaine (AMM) en 2003
pour une utilisation dans le traitement de patients avec un cancer colorectal métastatique en
association avec la chimiothérapie. Il est également indiqué pour le cancer épidermoide de la
téte et du cou en association avec la radiothérapie. 11 fait 'objet de nombreux essais cliniques
dans le CBNPC. En premiére ligne de traitement, le cetuximab a montré des résultats
encourageants en association avec la chimiothérapie (cisplatine-vinorelbine) dans un essai de
phase II randomisé non publié, avec un taux de réponses objectives de 35 % versus 18 % en
faveur du bras cetuximab. Par ailleurs, les résultats de 1’étude de phase III cisplatine-
vinorelbine plus cetuximab versus cisplatine-vinorelbine chez des patients présentant un
CBNPC avec surexpression tumorale de I’EGFR (étude FLEX) sont fortement attendus par la
communauté des oncologues. En seconde ligne de traitement, les premiers essais évaluant le
cetuximab, seul ou en association avec la chimiothérapie, sont plutot décevants (Hanna et al.,
2006). En revanche, son utilisation en association avec la radiothérapie dans les stades

localement avancés semble tout a fait prometteuse.

b) Le panitumab
Le panitumumab (ABX-EGF) fait partie de la nouvelle génération d’anticorps monoclonaux
en développement a savoir un anticorps anti-EGFR complétement humanisé, qui posséde une

affinité importante pour I'EGFR. Ils est actuellement en cours d’évaluation en association

avec la chimiothérapie dans les CBNPC (Wu ef al., 2008).
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3.1 Les inhibiteurs de tyrosine-kinase de 'EGFR

La famille des inhibiteurs de tyrosine kinase (TKI) est trés vaste. On utilise ces petites
molécules inhibitrices dans de nombreuses pathologies tumorales. Les TKI ont une spécificité
variable selon la cible moléculaire qu'ils inhibent. Ils bloquent de fagon réversible ou
irréversible la poche de fixation de I’ATP, empéchant I’activation de I'enzyme et celle des
voies sous-jacentes. La premiére application thérapeutique de ce concept fut 1’imatinib, dans
la leucémie myéloide chronique, qui cible la kinase de la protéine de fusion Ber-Abl, née de la
translocation (9;22) également appelée chromosome Philadelphie (Kantarjian ef al., 2002). La
méme approche thérapeutique a par la suite été appliquée pour le traitement du CBNPC, et
certaines molécules inhibitrices spécifiques de la tyrosine kinase de I'EGFR ont vu le jour.
Sans la phosphorylation du récepteur et celle des molécules adaptatrices, c'est toute la cascade
de signalisation en aval qui est bloquée, aboutissant a un arrét du cycle cellulaire, et/ou a

I'apoptose de la cellule.

Deux molécules administrées per os sont principalement utilisées aujourd'hui, le gefitinib et
l'erlotinib. Toutes deux appartiennent a la classe des anilinoquinazolines et agissent en se
fixant de maniere compétitive a la poche de fixation de I’ATP, ce qui provoque I’inactivation

transitoire de I’activité tyrosine kinase.

a) Le gefitinib

Le gefitinib (ZD 1839, Iressa®) a recu son AMM aux Etats-Unis en 2003 pour le traitement
des CBNPC a un stade avancé en progression aprés deux lignes de chimiothérapie sur la base
de deux essais de phase II, IDEAL 1 (2° et 3° lignes thérapeutiques) (Fukuoka et al., 2003) et
IDEAL 2 (3° ligne thérapeutique) (Kris et al., 2003). Ces études ont montré un meilleur profil
de toxicité comparé aux chimiothérapies et de bons résultats en terme de taux de réponse
objective et de survie médiane. Cependant, 1'étude ISEL (Iressa survival advantage in lung
cancer) qui comparait le gefitinib en 2° ou 3° ligne de traitement a des soins de support chez
1692 patients atteints de CBNPC a un stade avancé n'a pas démontré de bénéfice de survie
dans le bras gefitinib (Thatcher et al., 2005). Deux autres essais de phase III évaluant l'intérét

de l'association en premiére ligne du gefitinib & une chimiothérapie n'ont pas non plus
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démbntré de bénéfice sur la survie (Giaccone ef al., 2004 ; Herbst et al., 2004). Ces études ont
contraint la Food and Drug Administration a restreindre ' AMM du gefitinib aux seuls patients
en cours de traitement et qui tirent un bénéfice de la molécule. Malgré ces résultats décevants,
le gefitinib est encore en cours d'évaluation dans deux essais cliniques en cancérologie en
France (voir Annexe 1V), les inclusions des patients sont terminées a ce jour, et les résultats
sont A paraitre. Au niveau mondial et dans le CBNPC, le gefitinib est évalué dans plus de
quatre-vingts essais cliniques (d'aprés clinicaltrials.gov, 2008) afin de pouvoir, d'ici quelques
années, mieux préciser la place du gefitinib en thérapeutique du CBNPC. Cependant
l'efficacité de cette molécule pour certains sous-groupes de patients fait qu'il reste toujours
commercialisé en Asie suite & son AMM obtenue au japon en 2002. De trés nombreux essais
thérapeutiques utilisent encore le gefitinib, dans le but de valider son efficacité dans de
nombreuses pathologies tumorales ou I'EGFR joue un role oncogéne. Le site

http://clinicaltrials.gov recense plus de 200 essais thérapeutiques basés sur 'administration de

gefitinib, toutes pathologies et stades tumoraux confondus (consultation octobre 2008).

b) L'erlotinib

L'erlotinib (OSI-774, Tarceva®) est la premiére des thérapeutiques moléculaires ciblées a
avoir obtenu une AMM aux Etats-Unis puis en Furope, en seconde ligne des CBNPC, suite
aux résultats de I’étude BR21 (Shepherd, et al. 2005). Cette étude comparait l'activité de
l'erlotinib en monothérapie & un placebo en 2° ou 3° ligne de traitement pour des CBNPC.
Pour 731 patients inclus, la médiane de survie était significativement supérieure de 2 mois
pour les patients traités avec l'erlotinib (6,7 mois pour le bras erlotinib versus 4,7 mois pour le
bras placebo). Une analyse translationnnelle rétrospective de I'étude BR21 a révélé deux
biomarqueurs prédictifs d'une réponse et d'un avantage de survie avec l'erlotinib: une
immunohistochimie positive pour I'EGFR et un nombre élevé de copies du géne EGFR par

FISH (Tsao et al,, 2005).
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c¢) Autres inhibiteurs de tyrosine-kinase

Une nouvelle génération d’inhibiteurs de tyrosine kinase est actuellement en voie de
développement.

On peut citer, tout d’abord, les inhibiteurs pan-HER, qui sont des EGFR-TKI capables
d’inhiber plusieurs membres de la famille HER (Tablean 3). Ainsi, le lapatinib est une
molécule qui inhibe a la fois 1’activité kinase de I’EGFR et d'HER?2. Il a montré une certaine
efficacité en association avec la chimiothérapie (capecitabine) dans les cancers du sein
métastatiques HER2+. 1l est actuellement en cours d’évaluation dans le CBNPC (Ross et al.,
2005).

Le canertinib (CI-1033) est un autre inhibiteur pan-HER, qui inhibe ’activité tyrosine kinase
d’EGFR, HER2 et HER4. Les études de phase I ont montré un profil de toxicité comparable a
celui observé avec ’erlotinib (Rinehart et al., 2003). Les résultats des essais de phase II
testant le canertinib, seul ou en association avec la chimiothérapie, sont en attente.

Citons enfin la molécule BMS 599626, qui est un inhibiteur de ’EGFR, d'HER2, et, dans une
moindre mesure, d'HER4, et qui a été testé en phase I (Soria et al., 2005).

Parmi les EGFR-TKI de nouvelle génération, il faut également parler des TKI irréversibles.
Comme leur nom l’indique, ils empéchent de fagon irréversible la fixation de I’ATP,
entrainant I’internalisation et la dégradation du récepteur. Ces TKI irréversibles ont
notamment démontré, in vitro, leur capacité a inhiber les cellules porteuses de la mutation de

résistance aux EGFR-TKI : T790M (Kwak et al., 2005).

d) Facteurs de sensibilité ou de résistance aux EGFR-TKI

Quelque soit 'EGFR-TKI utilisé, certains facteurs moléculaires semblent conférer une
sensibilité ou une résistance & ces traitements. La résistance aux TKI devient un réel probléme
clinique, c'est pourquoi de nombreuses études tentent actuellement de déterminer les facteurs
prédictifs de réponse aux TKI, afin de mieux identifier les patients & traiter. La découverte
d'une forte corrélation entre sensibilité au gefitinib et/ou a l'erlotinib avec l'apparition de
mutations somatiques activatrices de la kinase de I'EGFR permet de prédire une réponse a ces
molécules. Ces mutations se retrouvent notamment dans les sous-groupes de patients non-

fumeurs, et plus fréquemment chez les femmes, dans la population d'origine et asiatique et
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chez des patients porteurs de tumeurs d'histologie adénocarcinomateuses ou
bronchioloalvéolaires (voir (Sequist ef al., 2007) pour revue). En plus de fournir un marqueur
génétique de CBNPC '"hyper-sensibles" aux EGFR-TKI, cette corrélation souligne
l'importance cruciale de choisir des kinases hyper-activées comme cibles thérapeutiques dans
le traitement du cancer (Skorski 2002). Les mutations décrites concernent les exons 18 a 21
du géne de 'EGFR et favorisent une liaison de haute affinité entre la molécule TKI et la
kinase (Sharma, et al. 2007). La présence de ces mutations est non seulement prédictive d’une
meilleure réponse au traitement par EGFR-TKI, mais aussi par chimiothérapie (Eberhard et
al., 2005). Cependant, toutes les mutations de I'EGFR ne conférent pas une sensibilité aux
TKI, comme le montre la mutation T790M dans l'exon 20, qui induit la résistance a ces
molécules (Greulich et al., 2005). D'autres mutations activatrices, comme celles survenant
dans les exons 12 et 13 du géne Kras sont corrélées a une résistance aux EGFR-TKI, et sont
toujours associées a un EGFR non muté (Massarelli et al, 2007). Par ailleurs, I'lGF1-R,
ERBB3, ou une activation d'HER2 sont aussi corrélées a une résistance aux EGFR-TKI
(Engelman et al., 2007 ; Erjala et al, 2006 ; Morgillo et al., 2007). D’autres facteurs
prédictifs de la réponse aux TKI sont a 1’étude, tels que la surexpression d’EGFR en
immunohistochimie et ’amplification génique du géne EGFR par FISH.

Enfin, une étude clinique décrit la relation existante entre la résistance au gefitinib et des
concentrations circulantes dAREG élevée, suggérant l'implication de I'AREG dans la non-

réponse au traitement par EGFR-TKI (Ishikawa et al., 2005).
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Partie ITI. L'AMPHIREGULINE DANS LE CANCER
BRONCHIQUE NON-A PETITES CELLULES

1. L'amphiréguline: découverte, structure et fonction

L'Amphireguline (AREG) est une protéine de 84 acides aminés découverte a la fin des années
1980 par M. Shoyab et al. L'AREG a d'abord été isolée dans le milieu de culture de cellules
de cancer du sein humain MCF-7 traitées par du phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)
(Shoyab et al.,, 1988). Le géne de I'AREG (Gene ID 374) est situé sur le bras long du
chromosome 4, en position q13-q21, et est composé de 6 exons. L'AREG est synthétisée sous
forme d'un précurseur membranaire, composé de 252 acides aminés (pro-AREG), qui est
soumis a un clivage protéolytique au niveau de la membrane plasmique libérant ainsi la partie
mature et diffusible de la protéine AREG. Ce clivage est médié essentiellement par le tumor-
necrosis factor-alpha converting enzyme (TACE, ou ADAM-17), membre de la famille des
disintégrines et métalloprotéinases ADAM (Sahin ef al., 2004 ; Sunnarborg ef al., 2002).

Elle se fixe et active I'EGFR via des mécanismes autocrines (Li et al,, 1992), paracrines

(Sternlicht e al., 2005) et/ou juxtacrines (Willmarth and Ethier 2006).

L'AREG est constitutivement exprimée dans de nombreux tissus, principalement dans le
systéme génito-urinaire et reproductif, ainsi que dans le tractus gastro-intestinal, la moelle

osseuse, le foie et le tractus respiratoire.

Les principaux effets de 'AREG ont été décrits aprés création d'animaux transgéniques
knock-out (KO) pour 'AREG. Les souris KO AREG sont viables et fertiles, et peuvent
allaiter leur progéniture. Cependant, ces animaux montrent une immaturité du systéme
d'allaitement, prouvant le rdle central joué par I'AREG dans le développement et la
morphogenése mammaire lors de la puberté et la maturation des glandes mammaires. Ceci
entraine une activité de lactation inefficace, avec des répercussions importantes sur la
génération suivante, par malnutrition post-partum (Ciarloni et al., 2007 ; Luetteke et al.,

1999).
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'Stimuli endogénes

Cellules / Tissu étudiés

S——
Références

vitamine D3
interleukine-1a et TNF-a
TGF-beta

gastrine

prostaglandines

progestérone

estrogenes

hCG

hormone parathyroide
adénosine 3'-5' monophosphate
insuline

IGF-1

hypoxie

stress oxydatif

carcinome mammaire

épith. et carc. cervical (utérus)
adénocarcinome bronchique
estomac de rat

cell. squameuse carc. téte et cou
cellules épith. intestinales
utérus murin

utérus hamster

glande mammaire

carcinome mammaire
carcinome mammaire

cellules de la granulosa humaine
ostéoblastes

carcinome du sein. des ovaires
carcinome de prostate
kératinocytes humains

cellules épith. Coliques

cellules epith. gastriques murines

Akutsu et al., 2001
Woodworth et al., 1995
Bennett et al., 1992

Tsutsui et al., 1997 ;

Zhang et al., 2006

Shao et al., 2006

Das et al., 1995

Khatua et al., 2006

Ciarloni et al., 2007 ; Huh et al., 2007
Martinez-Lacaci et al., 1995
LaMarca and Rosen 2007
Negishi et al., 2007

Qin et al., 2005

Johansson et al., 2004
Ornskov et al., 2007

Vardy et al., 1995

O'Reilly et al., 2006
Mivazaki et al., 1996

Stimuli eonénes

Tissu

Références

esters de phorbol
fine particules
dioxine

fumée de tabac

pervanadate

carcinome maminaire humain
cellule épithéliale bronchique
uretére murin

cellules épithéliales buccales
cellules epithéliales pulmonaires

keratinocytes NIH 3T3

Shovab et al., 1988

Blanchet et al., 2004 ; Rumelhard et al., 2007
Choi et al., 2006

Du et al., 2005

Lemjabbar et al., 2003

Vecchi et al., 1998

Tableau 5. Stimuli endogénes ou non capables d'induire la sécrétion d'AREG

Eancers a:m_'igine épithé-liale
==

-
Références

Cancer de la prostate

Hépatocarcinome

Seligal et al., 1994 ; Torring et al., 2000

Berasain et al., 2007 ; Castillo et al., 2006

Cancer du sein

Cancer du poumon
Carcinome ovarien

Cancer colorectal

Carcinome de la téte et du cou
Cancer gastrique

Ma et al., 2001 ; Martinez-Lacaci et al., 1996
McBryvan et al., 2008 ; Salomon et al., 1995
Bennett et al., 1992 ; Fontanini et al., 1998
D'dntonio et al., 2002 ; Johmson et al., 1991
Damstrup et al., 1999 ; Johnson et al., 1992
Petal, 2000

Akagi et al., 1995

Cancers (jl'Lorig_ne 'hémilt'orogﬂue

Références

Myélome multiple

Mahtouk et al., 2005

Cancers d-'origlne mésenchymateuse

Réferences

Histiocytome malin fibreux

Yamamoto et al., 2004

Tableau 6. Localisations cancéreuses pour lesquelles ' AREG est impliquée
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L'AREG posséde une activité mitogénique pour les cellules (Schuger et al., 1996) et joue un
r6le dans plusieurs processus biologiques incluant la formation nerveuse et osseuse (Qin et
al., 2005), la formation des canaux lactiferes dans le systtme mammaire (Sternlicht, et al.
2005), ainsi que dans l'embryogenése, en stimulant la croissance et les ramifications de
différents tissus comme la prostate (Torring et al., 1998), le rein (Sakurai ef al., 1997) ou le
poumon (Schuger, ef al. 1996).

La sécrétion d'AREG peut étre induite par de nombreux stimuli, endogénes ou non, présentés

dans le Tableau 5.

Le nom "amphiréguline” vient du fait qu'a coté de ses effets sur la prolifération et la
différenciation cellulaire, ' AREG est également capable d'inhiber la croissance de cellules
normales ou cancéreuses (Plowman er al, 1990). Cependant, une vingtaine d'années de
recherche ont conduit la majorité de la communauté scientifique a considérer I'AREG comme

ayant un rdle principalement oncogénique en faveur de la prolifération.

2. Role de I'amphiréguline dans la carcinogenése générale

L'AREG est impliquée dans le développement de nombreux cancers d'origine épithéliale,
mais aussi dans les pathologies tumorales hématologiques et dans les pathologies

mésenchymateuses malignes d'origine fibro-histiocytiques (Tableau 6).

L'AREG est impliquée dans l'acquisition des altérations nécessaires au développement
tumoral, dans différents cancers (Hanahan and Weinberg 2000) (voir § 3.1 de la partie I) et a

différents stades de développement.

2.1 Autosuffisance en facteurs de croissance

Les cellules cancéreuses produisent des facteurs de croissance pour stimuler leur
développement et permettre leur survie de fagon autonome.

Une dépendance a la voie de signalisation de I'EGFR induit la sécrétion d'AREG gréce a une
boucle rétroactive d'autoamplification, appelée stimulation autocrine. Une fois sécrétée,

I'AREG peut aussi activer 'EGFR de cellules tumorales adjacentes, selon le processus de
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paracrinie. De nombreuses études montrent que les cancers du sein et du colon secrétent leur
propre AREG, réduisant ainsi leur dépendance en facteurs de croissance issus du
microenvironnement tumoral. (Berquin et al.,, 2001 ; Damstrup et al.,, 1999 ; Johnson et al.,
1992 ; Ma et al, 2001 ; Normanno et al, 1994 ; Picihard et al, 2006). Cependant,
I'i'mplication de 'AREG dans plusieurs autres boucles d'activation autocrines a été décrite

dans d'autres cancers humains (Tableau 6).

2.2 Résistance a 1'apoptose

La cellule cancéreuse acquiert la résistance a l'apoptose par différentes stratégies, comme
l'inactivation de p53 ou la transmission de signaux antiapoptotiques. Dans le CBNPC 'AREG
coopere avec I'IGF1-R pour conférer la résistance a l'apoptose induite par privation sérique

(Hurbin et al., 2005 ; Hurbin et al., 2002). [Voir § 3.1 de la partie III.]

2.3 Angiogeneése tumorale

Les tumeurs doivent développer leur propre vascularisation pour étre approvisionnées en
oxygeéne et en nutriments, selon un processus appelé néoangiogenese (Folkman 2006).
L'AREG est un facteur mitogéne puissant pour les cellules endothéliales vasculaires (Kato et
al., 2003). Elle induit également la sécrétion du facteur de croissance de l'endothélium
vasculaire (VEGF), une cytokine proangiogénique treés puissante (Soh et al, 2007). Enfin,
dans le cancer du sein, un traitement anti-AREG diminue la vascularisation intratumorale
(Adam et al, 1999), confirmant le rble spécifique de I'AREG comme facteur pro-

angiogénique.

2.4 Envahissement tissulaire et métastase

Les cellules cancéreuses acquiérent souvent la possibilité d'envahir et de coloniser les tissus
adjacents, ou de migrer vers des tissus éloignés afin d'y recréer une tumeur, selon un
processus appelé métastase. L'AREG peut étre responsable d'une diminution des jonctions

adhérentes (Chung et al, 2005), mais également a l'origine d'une croissance cellulaire

27




Introduction - L'Amphiréguline

indépendante de l'ancrage (Adam et al.,, 1996), deux phénoménes nécessaires a l'essaimage
métastatique des cellules tumorales depuis la tumeur primitive. L'AREG peut également
augmenter 'expression de l'intégrine alpha-2 (Solic and Davies 1997), impliquée dans les
changements de composition membranaire nécessaires au phénotype invasif des cellules
cancéreuses. L'AREG induit I'expression des métalloprotéinases matricielles (MMPs) dans les
cancers de sein (Menashi ef al., 2003) et de la téte et du cou (Kondapaka et al., 1997),
participant ainsi a la dégradation de la matrice extracellulaire. Enfin, ' AREG régule et active
le potentiel d'invasivité et la motilité des cellules cancéreuses (Gschwind et al., 2003 ;
Willmarth and Ethier 2006) et c'est un marqueur prédictif positif de la présence de métastases

dans le cancer colorectal (Yamada et al., 2008).

2.5 Potentiel réplicatif illimité

L'AREG participe a l'acquisition d'une activité télomérase capable d'immortaliser le clone
tumoral, caractéristique "tardive" mais capitale développée par les cellules cancéreuses
(Blasco 2002). En effet, la suppression d'AREG du milieu de culture de kératinocytes est

capable d'induire 1'inhibition de l'activité télomérase (Matsui et al., 2000).

2.6 Résistance au traitement

L'AREG a été décrite comme participant & la résistance a différents traitements en

~cancérologie. Elle peut tout d'abord participer a la résistance aux agents de chimiothérapie
conventionnelle comme les sels de Platine dans le cancer du sein (Eckstein et al., 2008), mais
également induire la résistance a un traitement hormonal anti-cancéreux comme l'exemestane,
un inhibiteur de la farnésyl-transférase (Wang et al,, 2008). L'AREG confére méme une
résistance aux nouvelles molécules de thérapie ciblée anti-EGFR comme le gefitinib dans le
CBNPC (Ishikawa, et al. 2005). Le paragraphe 3.2 du chapitre III est dédié a la résistance aux
inhibiteurs de tyrosine kinase induite par I'AREG dans le CBNPC.
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2.7 Effets antitumoraux des traitements anti-amphiréguline

La compilation de cette littérature démontre le role central que joue I'AREG dans l'acquisition
d'un phénotype malin par une cellule. L'AREG est impliquée dans diverses localisations
cancéreuses ainsi que dans des processus tumoraux variés suggérant un role potentiellement
antitumoral pour des molécules qui cibleraient 'AREG clle-méme. Effectivement, des
oligonucléotides anti-sens anti-AREG suppriment la malignité des cellules de cancer du sein
Ma et al, 1999), mais sont également capables de bloquer la croissance tumorale
(Normanno ef al., 1995) et de restaurer une sensibilité & la thérapie ciblée anti-EGFR

(Funatomi et al., 1997).

L'AREG est déja proposée comme candidate pour un rdle de marqueur pronostique (Yamada,
et al. 2008) ou comme marqueur de sensibilité aux traitements (Ishikawa, ef al. 2005) et
I'AREG semble étre une cible thérapeutique pour le traitement de certains cancers, ou pour
contourner une résistance a certains agents antiprolifératifs. Le développement de thérapies
anti-AREG pourrait donc apporter un bénéfice thérapeutique important pour des patients

sélectionnés.

3. Role de I'amphiréguline dans le CBNPC

Dans le CBNPC avancé, l'expression de I'AREG est corrélée avec la taille de la tumeur
(Fontanini et al., 1998) illustrant ainsi son activité de facteur de croissance favorisant la
prolifération cellulaire. L'AREG est également un indicateur corrélé a une survie globale
diminuée dans le CBNPC, ce qui suggere un réle intéressant de 'AREG comme marqueur
pronostique (Fontanini, et al. 1998).

Sa participation a l'acquisition d'un phénotype malin a pu &tre démontrée, d'abord par son
activité anti-apoptotique, mais également par son role protecteur contre la thérapie anti-

EGFR.
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3.1 Amphiréguline et résistance a 1'apoptose

Des boucles autocrines impliquant les facteurs de croissance de la famille de I'EGF ont été
décrites dans la tumorigenése et la résistance a l'apoptose des tumeurs pulmonaires
(Shivapurkar et al., 2003) et l'activité antiapoptotique de 'AREG est déja démontrée pour les
carcinomes du sein (De Luca et al., 1999), du foie (Castillo ef al., 2006) et du poumon. Dans
le CBNPC, I'AREG coopcre avec I'IGF1 pour inhiber l'apoptose induite par privation de
sérum (Hurbin, er al. 2002) et l'utilisation d'anticorps anti-AREG restaure 'apoptose des
cellules de CBNPC. L'AREG active le récepteur de I'GF1 (IGF1-R), indépendamment de son
propre récepteur 'EGFR. Une boucle d'activation autocrine se met en place puisque I'lGF1-R
active en retour la sécrétion d'AREG et d'IGF1. La combinaison d'AREG et d'IGF1 active une
voie de survie dépendante des PKC mais indépendante des MAPKinases et des PI3Kinases
(Hurbin, et al. 2005). Cette voie abouti a l'inactivation des molécules proapoptotiques BAD et

BAX, et conduit donc 3 la résistance a I'apoptose.

La partie I'V est entierement dédiée a décrire l'apoptose et les mécanismes qui la régissent.

3.2 Amphiréguline et résistance aux inhibiteurs de tyrosine-kinase

de I'EGFR

Nous avons déja vu que des molécules anticancéreuses comme le gefitinib ou I'erlotinib sont
capables d'interrompre les boucles d'activation autocrines de 'EGFR et possédent une activité
antiproliférative dans le CBNPC (voir § 3.1 de la partie 1I). Cependant, le gefitinib n'a pu
montrer d'avantage de survie par rapport au placebo dans une population globale. Des
marqueurs prédictifs de sensibilité ou de résistance au gefitinib sont donc activement

recherchés pour identifier les patients susceptibles de bénéficier de cette thérapie ciblée.
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| ; CBNPC sensibles au Eeﬁtinib CBNPC résistants au ‘eﬁﬁnih :

Présence de mutations activatrices de 'EGFR -

Population principalement féminine Population principalement masculine
Non-fumeurs Fumeurs
Tumeur de type adénocarcinome Tumeur de type non-adénocarcinome
? Taux élevé d'AREG sérique

Tableau 7. Caractéristiques de sous-groupes de patients sensibles ou résistants au gefitinib

D'apres (Ishikawa, et al. 2005 ; Sharma, ef al. 2007)
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Les patients répondeurs au gefitinib présentent une expression génique de I'AREG différente
de celle des non-répondeurs. Ces données ont été confirmées par RT-PCR, par
immunohistochimie et par des dosages ELISA : 'AREG est surexprimée chez les répondeurs,
alors qu'elle est indétectable chez les non-répondeurs (Kakiuchi ez al,, 2004). De plus, les
patients avec un CBNPC qui possédent le pronostic vital le plus mauvais sont ceux qui
possédent des concentrations d'AREG sériques élevées. Ce paramétre étant corrélé a la
résistance au gefitinib (Ishikawa, ef al. 2005). Ce sous-groupe de patients non-répondeurs au
gefitinib est principalement constitué dhommes, fumeurs, avec des CBNPC autres que des
adénocarcinomes.

I1 est intéressant de constater que la plupart des patients chez qui le gefitinib est efficace sont
des femmes, non fumeurs, avec des CBNPC de type adénocarcinome (Sharma, et al. 2007) et

qui présentent des mutations de 'EGFR. Le Tableau 7 résume ces caractéristiques.

Ces données indiquent que 'AREG sérique pourrait étre un marqueur intéressant de résistance

au gefitinib chez les patients avec des CBNPC de stade avancé.
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Partie IV. L'APOPTOSE

L'apoptose est un processus actif et physiologique de mort cellulaire, utilisé pour éliminer les
cellules en excés, endommagées ou infectées, potentiellement dangereuses pour l'organisme.
Lors de ce phénoméne, la cellule elle-méme dirige le programme de sa propre mort.

La mort cellulaire "normale" a d'abord été observée durant la métamorphose des amphibiens,
puis dans plusieurs tissus en développement, tant chez les invertébrés que chez les vertébrés
(Lockshin and Zakeri 2001 ; Weber 1964). En 1972, Kerr et coll. ont décrit une mort
cellulaire du méme type dans divers tissus et types cellulaires avec des caractéristiques
morphologiques distinctes de celles observées dans les cellules en nécrose (Kerr et al., 1972).
Ils ont suggéré que ces caractéristiques pouvaient étre le résultat d'un programme endogéne
sous-jacent de mort cellulaire, qu'ils ont appelé "apoptose". Ce terme issu du grec fait allusion
a la chute des feuilles en automne. L'apoptose est un phénoméne conservé a travers les
especes, elle est retrouvée chez tous les organismes multicellulaires (Cikala et al., 1999 ;

Steller 1995).

Dans ce chapitre, nous décrirons dans une premiére partie le processus de l'apoptose et
évoquerons rapidement ses roles et principaux effecteurs. Puis, nous aborderons les voies de

signalisation qui conduisent a l'apoptose.

1. Généralités sur l'apoptose

1.1 Définition et roles

Au cours du développement, le processus apoptotique permet I'élimination de structures
inutiles ou de tissus en exces, comme par exemple lors de la morphogenése des doigts (Wood
et al., 2000) ou lors de la mise en place du systéme nerveux (Clarke et al., 1998). L'apoptose
intervient aussi chez l'adulte, pour maintenir I'homéostasie cellulaire qui résulte d'un équilibre
entre la prolifération et la mort cellulaire. Elle permet & 1'organisme de contrdler le nombre de
cellules et la taille des tissus. C'est le cas par exemple lors du renouvellement des

kératinocytes de la peau (Weil et al, 1999), ou lors de I'étape finale de la réaction
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immunitaire cellulaire, ou les lymphocytes activés en surnombre, meurent par apoptose, de
méme que les lymphocytes dysfonctionnels ou autoréactifs. Donc, I'apoptose peut étre activée
par des signaux physiologiques normaux, intra- ou extracellulaires, et par des stimuli
pathologiques (Hengartner 2000). En effet, elle est responsable de I'élimination des cellules
endommagées par un stress oxydatif, oncogénique, par des altérations génétiques, par un choc
thermique ou par des agents thérapeutiques cytotoxiques telles les chimiothérapies
conventionnelles, l'irradiation aux rayons y ou l'immunothérapie (Herr and Debatin 2001 ;
Johnstone ef al., 2002 ; Kaufmann and Earnshaw 2000). Elle permet également a I'organisme
d'éliminer les cellules tumorales (ou infectées par des virus) reconnues comme cellules du
non-soi, qui sont détruites par un processus apoptotique, déclenché par les lymphocytes T
cytotoxiques du microenvironnement. Ce processus de défense est nommé réponse immune
anti-tumorale (Barry and Bleackley 2002 ; Catros-Quemener ef al., 2003 ; Pinkoski and Green
2002).

Etant donné l'importance biologique de l'apoptose, on comprendra aisément que des
déréglements de ce processus et/ou de son contrdle, aboutissent a une mort cellulaire
excessive ou insuffisante, sont a I'origine d'anomalies du développement et de certaines
pathologies. Ainsi, un excés d'apoptose dans le systéme nerveux central peut induire des
maladies neurodégénératives comme la maladie d' Alzheimer (Mattson 2004) ou la maladie de
Parkinson (Tatton et al, 2003). Au cours de la maladie d'Alzheimer, la perte neuronale
découlant de l'apoptose des neurones conduit a une atrophie cérébrale. De méme, le virus de
l'immunodéficience humaine active l'apoptose des cellules T-auxiliaires (ou Helper)
nécessaires a l'activation des lymphocytes T cytotoxiques responsables de la défense contre
les virus (Roshal ez al., 2001).

A linverse, un déficit apoptotique peut aussi causer diverses affections telles les maladies
auto-immunes (polyarthrite rhumatoide ou lupus érythémateux disséminé par exemple) qui se
traduisent par une apoptose insuffisante des cellules auto-immunes réactives. Un défaut
d'apoptose favorise la survie et la croissance des cellules anormales, a l'origine d'un
déséquilibre entre la croissance et la mort cellulaire, qui conduit potentiellement au

développement ou a la progression des tumeurs (Reed 1999 ; Thompson 1995).
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Cellule
normale

Figure 7. Modifications ultrastructurales séquentielles de 'apoptose et de la nécrose

Dans l'apoptose (1), les modifications initiales consistent en une condensation de la
chromatine, suivie par des bourgeonnements du cytoplasme qui donnent naissance a des corps
apoptotiques qui seront phagocytés. Les signes de la nécrose (2) sont un tassement de la
chromatine, un gonflement des organites et une perte de l'intégrit¢ des membranes. Adapté

d'aprés (Van Cruchten and Van Den Broeck 2002).
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1.2 Modifications morphologiques au cours de 1'apoptose

Une cellule en apoptose active une série d'événements moléculaires et biochimiques
conduisant & des changements morphologiques caractéristiques de ce type de mort cellulaire.

(Figure 7).

Une des premiéres modifications morphologiques identifiables est la réduction du volume
cellulaire par condensation du cytoplasme. Au cours de cette étape, la cellule perd le contact
avec ses voisines. Malgré cette rétraction cellulaire progressive, les organites intracellulaires
restent intacts. Le noyau est aussi altéré : on assiste & une condensation de la chromatine qui
débute a la périphérie de la membrane nucléaire, puis la membrane nucléaire se désintégre et
la chromatine se fragmente en petites masses distinctes. Aprés cette phase de condensation, la
cellule présente a sa surface des vésicules renfermant des amas de chromatine et des
fragments cytoplasmiques cernés de membrane plasmique. Ces vésicules vont se détacher de
la cellule pour former des "corps apoptotiques", qui sont libérés dans le milieu extracellulaire.
In vivo, les corps apoptotiques sont rapidement phagocytés par les macrophages, sans
provoquer de processus inflammatoire dans le tissu. Ces caractéristiques morphologiques
permettent de différencier I'apoptose de la nécrose, autre mode de mort cellulaire, qui aboutit
a 1'éclatement de la cellule et au relargage des constituants intracellulaires, entrainant une

réaction inflammatoire,

Les changements morphologiques survenant lors de 'apoptose sont accompagnés d'altérations
biochimiques spécifiques telles que la fragmentation internucléosomale de 'ADN, générant
de multiples fragments de 180 paires de bases, mis en évidence par migration
électrophorétique sur gel d'agarose, sous forme "d'échelle de 'ADN". L'apoptose est aussi
caractérisée par l'externalisation des phosphatildylsérines composant normalement le feuillet
interne de la membrane plasmique. Ce processus permet aux cellules d'étre reconnues comme

cibles par les macrophages pour la phagocytose (Fadok et al., 2000).
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Figure 8. 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 contenant une cystéine,
au sein d'un motif trés conservé (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 I'élimination du prodomaine suivi de 1'assemblage en
hétérodimeres qui vont former la caspase active. Les caspases sont des protéases hautement

spécifiques qui clivent leurs substrats apres un résidu aspartate (Asp).
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1.3 Principaux effecteurs

La mort cellulaire par apoptose résulte de l'activation de voies de signalisations moléculaires
complexes étroitement régulées. Les génes clés impliqués dans la régulation de l'apoptose,
initialement identifiés chez le nématode Caenorhabditis elegans (C. elegans), et leurs
homologues chez les mammiféres codent pour des protéines proapoptotiques telles que les

caspases, ainsi que pour des facteurs anti-apoptotiques.

a) Les caspases et leurs cofacteurs

Physiologiquement, les caspases (Cysteinyl Aspartic Acid-Protease) sont exprimées sous
forme de zymogeéne contenant trois domaines : un prodomaine aminoterminal de taille
variable, une grande sous-unité et une petite sous unité. Selon la taille du prodomaine, nous
distinguons les caspases a prodomaine long (caspases-1, -2, -4, -5, -8, -9 et -10) et les
caspases a prodomaine court (caspases-3, -6 et -7) (Stennicke and Salvesen 2000). Ces
prodomaines jouent un réle important dans l'activation des caspases du fait de la présence de
séquences permettant leur interaction avec d'autres protéines. Ainsi, les prodomaines longs
des caspases-8 et -10 contiennent le motif DED (Death Effector Domain) leur permettant
d'interagir avec des protéines adaptatrices et celui de la caspase-9 renferme le motif CARD
(Caspase Activation Recruitment Domain) susceptible de lier d'autres caspases ou des

facteurs activateurs ou inhibiteurs.

L'activation des caspases nécessite leur clivage au niveau de résidus aspartates, la libération
du prodomaine et 'association de la petite et de la grande sous-unité sont intimement liées
(Figure 8). De fagon générale, les caspases initiatrices sont capables de s'autoactiver et
d'activer les caspases effectrices. 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.
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L'activité enzymatique des caspases est étroitement régulée, notamment par leur interaction
avec des cofacteurs. Ces interactions font intervenir leurs prodomaines, notamment les
séquences DED et CARD. Parmi les activateurs de caspases, nous trouvons la protéine
APAF-1 (Apoptotic Protease Activating Factor-1) qui lie la caspase-9 ou la protéine FADD
(Fas Associated Death Domain) qui lie les caspases-8 et -10.

Les caspases sont les effecteurs moteurs du processus apoptotique. Une fois activées elles
vont cliver des substrats spécifiques en une protéolyse raisonnée conduisant aux
modifications morphologiques et biochimiques caractéristiques des cellules en apoptose. Par
exemple, en clivant leurs cibles les caspases 1) inactivent des protéines antiapototiques, 2)
dégradent des protéines de structure, 3) dégradent des protéines de jonction favorisant

lisolement de la cellule.

b) Les facteurs antiapoptotiques

Parmi les facteurs antiapoptotiques, on trouve certaines protéines virales qui permettent la
réplication du virus en bloquant la mort de la cellule infectée. Ces protéines incluent la
protéine Crm-A (Cytokine response modifier gene A) du virus de la vaccine qui interagit avec
les caspases-1 et -8 et prévient leur clivage, la protéine p35 (Zhou et al., 1997) exprimée par
le baculovirus qui inhibe la caspase-3 activée en interagissant avec elle (Bump ez al., 1995 ;
Riedl et al., 2001), ou encore les protéines de la famille IAP (Inhibitor of Apoptosis)
découvertes initialement chez le baculovirus. Tous les membres de cette famille (XIAP, c-
IAP1, c-IAP2, survivin, livin, Ts-IAP, NIAP) portent une ou plusieurs copies du motif BIR
(Baculovirus IAP Repeats) nécessaires pour lier et inactiver les caspases (Liston ez al., 2003).
Ils inhibent a la fois l'activité des caspases initiatrices et celle des caspases effectrices. Ces
inhibiteurs sont eux-mémes contr6lés par les protéines SMAC/DIABLO et OMI/HTRA2.
Celles-ci sont libérées dans le cytoplasme par la mitochondrie lors de I'apoptose et vont se lier

aux IAP pour les inactiver (Du et al., 2000 ; Liston, ef al. 2003)
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Figure 9. 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 I'une ou de l'autre des voies conduit a
l'activation d'une voie effectrice commune. Dans la voie extrinséque, des caspases initiatrices
(-8 et -10 pour la voie extrinseque 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. D'aprés (Shivapurkar, et al. 2003).
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Une autre famille de protéines antiapoptotiques contrdle I'activation des caspases-8 et -10. I1
s'agit des protéines c-FLIP (FADD-ICE like Inhibitory Protein), homologues chez le
mammifere de la protéine virale v-FLIP (Thome and Tschopp 2001).

L'autre grand groupe d'inhibiteurs de l'apoptose est représenté par les membres de la famille
BCL-2. La protéine BCL-2 posséde quatre domaines conservés nommés BCL-2 Homolgy
(BH) domaine. Chez les mammiféres, la famille BCL-2 compte au moins 20 membres
comportant tous au moins un domaine BH (Cory and Adams 2002).

BCL-2 et quatre autres membres de cette famille (BCL-XL, BCL-W, Al et MCL-1)
contiennent des régions BH1, 2 et 3 et sont antiapoptotiques. La sous-famille dont le chef de
file est BAX, contient uniquement trois membres (BAX, BAK et MTD/BOK) possédant
également des régions BH1, 2 et 3 mais posséde une activité proapoptotiques. La plupart des
protéines proapoptotiques possédent uniquement un court domaine BH3 (BID, BAD, BIM,
BIK, BMF, NOXA, PUMA et HRK). Ces facteurs proapoptotiques agissent en formant des
hétérodiméres avec les membres antiapoptotiques de la famille BCL-2, neutralisant ainsi leurs
fonctions de survie. D'autre part, certaines protéines peuvent inhiber I'apoptose en
interagissant avec des protéines proapoptotiques de la famille de Bcl-2. Parmi de nombreux
exemples, citons la protéine Ku70 qui est capable de séquestrer BAX, l'empéchant ainsi

d'induire l'apoptose (Cohen et al., 2004).

2. Deux grandes voies de signalisation

A ce jour, deux grandes voies a l'origine de l'activation des caspases et des membres de la
famille BCL-2 ont été décrites : la voie mitochondriale ou voie intrinséque et la voie des

récepteurs de mort, ou voie extrinséque (Figure 9).

2.1 La voie mitochondriale

Cette voie est activée en réponse a divers stimuli intra- et extra-cellulaires comme la privation
en facteurs de croissance, un stress osmotique, hypoxique ou génotoxique (Hengartner 2000 ;
Kaufmann and Vaux 2003). Elle implique la libération de cytochrome ¢ par la mitochondrie

dans le cytoplasme.
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Figure 10. La famille des récepteurs de mort

Huit récepteurs de mort ont été identifiés a ce jour : FAS ou CD95, TRAILRI1 ou DR4,
TRAILR2 ou DRS, TNFR1, TRAMP ou DR3, DR6, EDA-R (Ectodyspasin A Receptor) et
NGF-R (Nerve Growth Factor Receptor ou TNFR16). Ce sont des récepteurs membranaires
qui contiennent un domaine extracellulaire renfermant deux a quatre sous-domaines riches en
cystéines, un domaine transmembranaire et une séquence cytoplasmique qui comporte un
domaine de mort permettant leur interaction avec les protéines adaptatrices FADD ou
TRADD. Les ligands respectifs de ces récepteurs sont également représentés. Certains
peuvent étre clivés par des métalloprotéases (pour FasL, TNFa, LTa) ou par la furine (pour
EDAT1) résultant en la libération de formes circulantes solubles. D'apreés (French and Tschopp

2003)
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Le cytochrome ¢ forme alors un complexe multiprotéique avec la protéine APAF-1 et la
procaspase-9 en présence d'ATP. Ce complexe est appelé apoptosome (Adrain and Martin
2001). La procaspase-9, activée lors de son recrutement au niveau de I'apoptosome, active a
son tour les caspases effectrices. Deux autres protéines proapoptotiques, jouant un réle dans la
condensation de la chromatine et la fragmentation de 'ADN, sont également libérées par la
mitochondrie: le facteur AIF (Apoptsis Inducing Factor) et I'endonucléase G (Li ez al., 2001 ;
Susin ef al., 1999) (Figure 9)

2.2 La voie des récepteurs de mort

L'autre voie majeure initiatrice de l'apoptose impliquée dans la réponse cellulaire immune
(Ashkenazi and Dixit 1998), ou en réponse a un stress génotoxique (Debatin and Krammer
2004 ; Micheau, Hammann et al., 1999 ; Micheau, Solary et al., 1999) est celle des récepteurs
de mort ou voie extrinséque.

Ces récepteurs membranaires appartiennent a la superfamille des récepteurs du TNF (Tumor
Necrosis Factor) dont les membres présentent un domaine extracellulaire similaire, riche en
cystéines. Les récepteurs de mort exprimés a la surface de la cellule sous forme
d'homotriméres renferment également dans leur région cytoplasmique un domaine
d'interaction protéine-protéine nommé domaine de mort (DD pour Death Domain), qui permet
le recrutement d'autres protéines et la propagation du signal de mort induit par la stimulation
de ces récepteurs (Ashkenazi and Dixit 1998 ; Bodmer et al., 2000 ; Peter and Krammer
2003).

On décompte actuellement huit membres incluant FAS (aussi dénommé CD95, APO-1, DR2)
activé par son ligand FASL, le récepteur TNF-R1 qui lie le TNF-a et la lymphotoxine-a, et les
récepteurs du ligand TRAIL (TNF-Related Apoptosis Inducing ligand), TRAILR1 (aussi
connu sous le nom DR4 et APO-2) et TRAILR2 (également dénommé DRS, KILLER et
TRICK?2) (Figure 10)

L'activation de ces récepteurs par leurs ligands respectifs conduit & l'induction de l'apoptose.
Comme le montre la Figure 10, la fixation du ligand induit une oligoméristaion des
récepteurs, un changement de leur conformation, et le recrutement par les domaines DD de la

protéine adaptatrice FADD (Fas-Associated Death Domain protein). FADD, qui posséde en
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son extrémité N-terminale un autre domaine d'interaction protéine-protéine appelé domaine
effecteur de mort (DED) stimule le recrutement des caspases initiatrices -8 ou -10. Ce
complexe incluant le ligand, son récepteur, FADD et la caspase-8/-10 correspond au
complexe du DISC (Death Inducing Signaling Complex). Le recrutement de la caspase-8 (ou
caspase-10) et sa forte concentration locale semblent étre & l'origine de son autoclivage et de
son activation. La caspase-8 (ou caspase-10) ainsi activée initie alors la cascade de caspases
effectrices en aval, soit directement (cellules de type I, forte concentration en caspase-8), soit
par l'intermédiaire d'une boucle d'autoamplification qui aboutit en la libération de cytochrome
c par la mitochondrie (cellules de type 1I, concentration en caspase-8 moins élevée). Il existe

donc un lien étroit entre les voies intrinséque et extrinséque.
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L'ensemble des informations présentées dans cette introduction indique que les
traitements utilisés de facon conventionnelle pour traiter les cancers bronchiques ne
sont pas assez efficaces. Dans l'optique d'améliorer le mauvais pronostic du
CBNPC, de nouvelles thérapies moléculaires ciblées ont été¢ développées. De trés
bons résultats ont été obtenus avec le gefitinib, un inhibiteur de la tyrosine-kinase de
I'EGFR. Certains patients sont extrémement sensibles a ce traitement, contrairement
a d'autres chez qui ce traitement est inefficace. De nombreuses études ont été
mendées afin d'identifier des marqueurs capables de prédire une sensibilité ou une
résistance a cette molécule. Une étude a corrélé résistance au gefitinib chez des
patients porteurs de CBNPC avec des concentrations sériques élevées en
amphiréguline, suggérant un réle potentiel de ce facteur de croissance dans la
résistance au gefitinib.

Mon travail de theése a tout d'abord consist¢ a démontrer l'implication de
l'amphiréguline dans la résistance au gefitinib. Dans un second temps, nous avons
cherché a identifier les acteurs intracellulaires qui participent a cette voie de
résistance et a caractériser les mécanismes moléculaires mis en jeu par

l'amphiréguline.
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I. OBJECTIFS

Le cancer du poumon est la premiére cause de mortalité par cancer dans le monde, a la fois
chez I'homme et chez la femme. Le cancer bronchique non-a petites cellules (CBNPC)
représente 80% des cancers du poumon et possede un pronostic extrémement médiocre, avec
une survie a 5 ans inférieure a 12%, et ce malgré l'emploi de traitements comme la chirurgie,
la radiothérapie ou la chimiothérapie. De nouvelles stratégies thérapeutiques sont donc
nécessaires pour améliorer la prise en charge de ces patients. Les nouvelles thérapies
moléculaires ciblées sont en plein essor et devraient permettre d'obtenir dans les années a
venir des résultats encourageants notamment pour améliorer le confort et prolonger la survie
des patients atteints de CBNPC.

L'EGFR est impliqué dans le développement de nombreux cancers et constitue de fait une
cible moléculaire privilégiée pour enrayer la prolifération tumorale. Dans le CBNPC, I'EGFR
est souvent surexprimé, ce qui constitue un facteur de mauvais pronostic pour le patient
(Selvaggi et al.,, 2004). Récemment, une nouvelle classe de médicaments appelée inhibiteurs
de la tyrosine kinase de I'EGFR (EGFR-TKI) a vu le jour. Le gefitinib, une molécule
appartenant a la famille des EGFR-TKI, a montré de puissants effets anti-prolifératifs dans les
CBNPC de stades avancés, aprés échec de deux lignes de chimiothérapie (Fukuoka, et al.
2003). Malheureusement, le gefitinib n'a pas conféré d'avantage de survie par rapport au
placebo sur des cohortes de patients non sélectionnés (Thatcher, et al. 2005). Cette étude a
entrainé une recherche intensive de facteurs capables de prédire une résistance ou une
sensibilité a ce traitement. Certaines mutations de 'EGFR ont été associées a une meilleure
sensibilité au gefitinib (Lynch er al., 2004). Ces mutations sont principalement retrouvées
chez des patients de sexe féminin, d'origine asiatique, non-fumeurs et qui présentent des
tumeurs d'histologie adénocarcinomateuse. Une augmentation du nombre de copies du géne
ERBB2 est un autre marqueur de sensibilité au gefitinib (Sharma, et al. 2007). D'autres
facteurs, comme une mutation activatrice de KRAS (Sharma, et al. 2007), une amplification
de MET (Engelman, et al. 2007), ou une expression du récepteur de 'IGF1-R (Morgillo, et al.
2007), sont des facteurs prédictifs d'une résistance au gefitinib. Malheureusement, aucun
facteur isolé ne permet de déterminer la sensibilité au gefitinib.

L'amphiréguline (AREG) est un facteur de croissance qui active 'EGFR. Une étude clinique a
montré que les patients porteurs de CBNPC résistants au gefitinib ont des taux d'AREG

sérique élevés (Ishikawa, et al. 2005), suggérant 1'implication de I'AREG dans la résistance au
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gefitinib. Notre groupe a montré le réle anti-apoptotique de 'AREG dans le CBNPC (Hurbin,
et al. 2002). L'AREG participe en effet a I'inhibition de I'apoptose en inactivant la protéine
proapoptotique BAX (Hurbin, et al. 2005).

Notre laboratoire a cherché a démontrer le role de 'AREG dans la résistance au gefitinib des

cellules de CBNPC et a décrire les mécanismes moléculaires impliqués.

II. PRINCIPAUX RESULTATS

Nous avons utilisé deux lignées cellulaires de CBNPC. Les cellules H322 ne sécrétent pas
d'AREG et sont sensibles a 1uM de gefitinib, les cellules H358 sécrétent beaucoup d'AREG et
sont insensibles & 1uM de gefitinib. L'ajout d'AREG aux cellules H322 inhibe l'apoptose
induite par le gefitinib. Inversement, l'invalidation de I'expression de I'AREG par ARN
interférence dans les cellules H358 restaure I'apoptose induite par le gefitinib, et un ajout
d'AREG recombinante réverse ce phénotype. Ceci confirme le réle spécifique de 'AREG
dans la résistance au gefitinib.

Nous décrivons le mécanisme d'action de I'AREG dans la résistance au gefitinib. En effet,
I'AREG diminue I'expression de la protéine proapoptotique BAX et empéche son activation
en inhibant son changement de conformation. L'implication de la protéine Ku70 dans ce
mécanisme a été établie grice aux ARN interférents anti-Ku70. En effet, les siRNA anti-Ku70
restaurent la sensibilité a I'apoptose induite par le gefitinib et Ku70 empéche le changement
conformationnel de BAX. De plus, nous montrons que I'inactivation de BAX est lie a son
interaction avec Ku70, phénoméne contrélé par 'AREG. Enfin, nous montrons que cette
séquestration de BAX dépend de l'acétylation de Ku70 et que l'utilisation d'inhibiteurs
d'histone déacétylases (HDACI) sensibilise fortement les cellules au gefitinib en provoquant

la libération de BAX par Ku70, suivie de I'induction d'une apoptose importante.
Nous avons caractérisé un mécanisme de résistance original au gefitinib, montrant pour la

premiere fois une régulation de l'acétylation de Ku70 par un facteur de croissance. Ces

travaux sont soumis pour publication & Oncogene (Busser ef al., 2008).
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Abstract

Molecular resistance mechanisms affecting the efficiency of receptor tyrosine kinase
inhibitors such as gefitinib in Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC) cells are not fully
understood. Amphiregulin has been proposed to predict NSCLC resistance to gefitinib and we
established that amphiregulin-overexpressing H358 NSCLC cells resisted apoptosis. Here, we
demonstrate the involvement of amphiregulin in gefitinib-induced apoptosis resistance in
NSCLC cells. We show that H358 cells resist to gefitinib-induced apoptosis in contrast to
amphiregulin-lacking H322 cells. Amphiregulin siRNAs restore gefitinib sensitivity in H358
cells whereas amphiregulin confers resistance to gefitinib in H322 cells. Under a gefitinib
treatment, amphiregulin decreases the expression level of the proapoptotic protein BAX and
inhibits its conformational change. Ku70 siRNAs restore BAX activation and apoptosis in
gefitinib-treated H358 cells. Amphiregulin prevents gefitinib-mediated acetylation of Ku70,
thus increasing BAX/Ku70 interaction and subsequent inhibition of apoptosis. Histone
deacetylase inhibitor Trichostatin A counteracts gefitinib resistance and cooperates with
gefitinib to induce BAX/Ku70 dissociation and massive apoptosis. These data reveals that
amphiregulin inhibits gefitinib-induced apoptosis in NSCLC cells through an original
acetylation-dependent pathway. These findings suggest new prospects in.combining both

Histone Deacetylase and Epidermal Growth Factor Receptor inhibitors in NSCLC treatment.
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Lung cancer is the leading cause of cancer mortality in the world, both in males and females.
Non-Small Cell Lung Cancers (NSCLC) account for about 80% of lung cancers. Once
diagnosed, NSCLC 5-year survival rate hardly reaches 12% despite different treatments such
as chemotherapy, radiotherapy and surgery (Guessous et al, 2007). Therefore, novel
therapeutic strategies improving the prognosis of lung cancer are urgently needed.

Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) is involved in the development of various human
cancers. In NSCLC, EGFR is frequently overexpressed and associated with poor prognosis of
patients (Selvaggi, et al. 2004). In the last decade, a novel class of inhibitors targeting the
kinase activity of the EGFR (the EGFR-TKI family) was developed to overcome the poor
successes of classical chemotherapy. Gefitinib is an orally administered member of this
family that showed potent anti-tumour effects in clinical trials for NSCLC treatment after
previous chemotherapy (Fukuoka, ef al. 2003). Surprisingly, gefitinib failed to improve the
overall survival benefit in an unselected population (Thatcher, ef al. 2005). Predictive markers
of gefitinib treatment sensitivity have thus been extensively studied in order to identify
patients likely to respond to EGFR-TKIs. Somatic mutations in the EGFR gene have been
found associated with response to gefitinib (Lynch, et al. 2004). These mutations activate the
EGFR tyrosine kinase and are mainly associated with adenocarcinoma histology, never-
smoking status, female gender and Asian ascent (Sharma, et a/. 2007). An increased
ErbB2/Her-2 gene copy number is another marker associated with gefitinib sensitivity
(Sharma, et al. 2007). Other factors such as KRAS activating mutation (Sharma, ef al. 2007),
MET amplification (Engelman, ef al. 2007) or Insulin-Like Growth Factor-1 Reccptor
expression (Morgillo, et al. 2007) are predictors of resistance to gefitinib treatment in
NSCLC. Unfortunately, no single factor examined so far, has been able to perfectly determine

pe ) .. —
the sensitivity of patients to gefitinib treatment.
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Fig 1. AR inhibits gefitinib-induced apoptosis.

A, H358 and H322 NSCLC cells were treated 24 to 96 hours with gefitinib (Astra-Zeneca,
France) as indicated. B, H322 cells were treated with 50 ng/ml recombinant human AR
(rhAR, Sigma-Aldrich, France) and/or gefitinib as indicated. C, H358 cells were transfected
with two siRNAs targeting human AR (5’-CGA-ACC-ACA-AAU-ACC-UGG-CTT-3" and
5’-CCU-GGA-AGC-AGU-AAC-AUG-CTT-3") or control siRNAs (5’-CUU-ACG-CUC-
ACU-ACU-GCG-ATT-3") (MWG Biotech, France) with Oligofectamine’™ reagent
(Invitrogen, France). The efficiency of AR knockdown was assessed by ELISA as previously
described (Hurbin, ef al. 2002). Results are expressed as a rate of AR released 48 hours after
control siRNAs transfection and as the mean + SD of three independent experiments. D, H358
cells were transfected with control or AR siRNAs and treated with 1 pM gefitinib and/or 50
ng/ml rhAR.

Apoptosis was scored after counting at least 500 Hoechst-stained cells (5pg/ml, Sigma).
Percentages of apoptosis were expressed as the mean + SD of at least three independent
experiments. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, for comparison between H358 and H322
cells (A), between treated and control cells (B, C, D).
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Amphiregulin (AR), an EGF-related growth factor, is associated with shortened survival of
patients with NSCLC and poor prognosis. High level of AR in the serum of patients with
advanced NSCLC might have a diagnostic value for predicting poor response to gefitinib
(Ishikawa, et al. 2005). Our group previously reported the anti-apoptotic activity of AR in
NSCLC cell lines (Hurbin, ef al. 2002). AR actually participates to apoptosis inhibition by
inactivating the proapoptotic protein BAX (Hurbin, ef al. 2005). However, the mechanism of
BAX inactivation in NSCLC cell lines has not been completely defined. In this study, we
uncover the mechanism that allows AR to induce gefitinib resistance in NSCLC cell lines. We
show that AR prevents gefitinib-induced apoptosis through an original acetylation-dependent

pathway leading to BAX inactivation.

The H358 and H322 NSCLC cell lines, expressing wild-type EGFR, were chosen for initial
study on the effect of gefitinib. H322 cells have gefitinib ICsy around 1 pM (Morgillo, et al.
2007) whereas various gefitinib sensitivities with ICsg ranging from < 1 pM to > 10 uM are
reported for H358 cells (Cragg et al., 2007 ; Engelman ef al.,, 2005 ; Morgillo, et al. 2007 ;
Sordella et al., 2004 ; Tracy et al., 2004). We firstly measured gefitinib effect in these cell
lines. Gefitinib induced significant dose-dependent apoptosis from 48 hours of treatment in
H322 but not in H358 cells (Fig 1 A). We have previously shown that H358 but not H322 cells
secrete high levels of AR that inhibits apoptosis (Hurbin, et al. 2002). To assess the
involvement of AR in gefitinib resistance, recombinant AR was added in the culture medium
of H322 cells. AR actually returned gefitmib-induced apoptosis level back to non-treated level
(Fig 1B), in a dose-dependent manner (data not shown). To confirm the role of AR, H358
cells were transfected with anti-AR small interfering RNAs (AR siRNAs). This treatment
inhibited 83% of secreted AR level 96h after transfection, compared to control siRNAs (Fig

10).
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Fig 2. AR inactivates BAX

H358 cells (A, C) were untransfected (NT) or transfected with control or AR siRNAs as
described in figure 1. H322 cells (B, D) were untreated (NT) or treated with 50 ng/ml rhAR.
0.5 uM gefitinib was added as indicated for 96 hours.

A, B, Total cell lysates were subjected to Western blotting using anti-BAX (1/3000, Becton
Dickinson) or anti-Ku70 (1/1000, Neomarkers Interchim, France) antibodies and revealed by
chemiluminescence (ECL, Amersham, France). Actin was used as protein level control
(Sigma, 1/1000). Blots are representative of 3 independent experiments.

C, D, Flow cytometry analysis of BAX immunostaining was performed as previously
described (Hurbin et al., 2005). Dotted histogram and IgG, irrelevant antibody; open
histogram, control cells; filled histogram, treated cells as indicated. Percentages of activated
BAX stained cells were expressed as the mean + SD of at least 3 independent experiments. *

p<0.05, more significant than control.
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Interestingly, while AR siRNAs did not directly induce apoptosis in H358 cells, they
significantly sensitized H358 cells to gefitinib (Fig 1D). AR siRNAs combined with gefitinib
induced three times more apoptosis compared to control siRNAs. AR abolished this effect,
demonstrating the specific effect of the siRNAs. Altogether, these results showed that AR
strongly reduces gefitinib proapoptotic activity. AR invalidation overcomes the resistance of
H358 cells to gefitinib. AR might thus be a principal activator of the ligand-receptor pathway

that leads to gefitinib resistance in wild-type EGFR cancer cells.

We have previously shown in NSCLC cells that AR-mediated apoptosis resistance results in
the Bcl, family member BAX inactivation (Dubrez ef al., 2001 ; Hurbin, ef al. 2005 ; Hurbin,
et al. 2002). Recent data linked gefitinib activity to Bcl, family proapoptotic proteins (Costa
et al., 2007 ; Cragg, et al. 2007 ; Gong et al., 2007). We thus investigated the relationship
between gefitinib activity, AR and BAX activation. We first studied the effect of AR on BAX
expression level following a gefitinib exposure. In H358 resistant cells, gefitinib decreased
BAX level and this effect was prevented by AR siRNAs (Fig 2A). Conversely, gefitinib
slightly increased the level of BAX in AR—lackjng H322 cells and AR inhibited this induction
(Fig 2B). These results suggested that, in the presence of AR, BAX level is decreased under a
gefitinib treatment. In contrast, without AR, gefitinib induces apoptosis by enhancing BAX
level.

We then analyzed the conformational state of BAX using an antibody targeting the exposed
N-terminal sequence of BAX and flow cytometry (Desagher et al., 1999 ; Dubrez, et al. 2001
; Hsu and Youle 1997). Gefitinib strongly increased BAX immunofluorescence and the
percentage of stained cells in H322, but not in H358 cells (Fig 2C, D). AR siRNAs alone had
limited influence on the activated BAX, but enhanced the immunofluorescence and the

percentage of stained cells for activated BAX in gefitinib-treated H358 cells (Fig 2C).
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Fig 3. Ku70 inhibits gefitinib-induced apoptosis

H358 cells (A-D) were transfected with siRNAs targeting human Ku70 (5’-GAU-GCC-CUU-
UAC-UGA-AAA-ATT-3" and 5’-UUC-UCU-UGG-UAA-CUU-UCC-CTT-3"), AR siRNAs
or control siRNAs as described in figure 1. H322 cells (E) were untreated (NT) or treated with
50 ng/ml rhAR. 0.5 uM gefitinib was applied as indicated for 96 hours.

A, The efficiency of Ku70 knockdown was assessed by Western-blotting 96h after
transfection. Actin was used as protein level control. B, Apoptosis was scored as described in
Figure 1. * p<0.05, for comparison between Ku70 and control siRNAs. C, Flow cytometry
analysis of BAX immunostaining as described in figure 2. Dotted histogram, control cells;
open histogram, Ku70 siRNAs; filled histogram, Ku70 siRNAs and gefitinib. D, E, Equal
amounts of endogenous BAX were immunoprecipitated (IP) from whole-cell extracts and
subjected to Western blot analysis with anti-Ku70 and anti-BAX antibodies. IgG: irrelevant
immunoglobulins, used as negative control. Inputs: cell lysates not subjected to
immunoprecipitation. The values denote the relative intensity, measured using Imagel
software, of Ku70 protein bands of treated samples to that of control cells, after being

normalized to the respective BAX. Each value represent the average of three (C) or two (D)

independent experiments.
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In contrast, AR prevented the effect of gefitinib on BAX activation in H322 cells (Fig 2D).
These observations strongly suggested that inhibition of gefitinib-induced apoptosis by AR
come from the inhibition of BAX conformational change.

Interestingly, it has been shown that BAX can be sequestered in the cytoplasm in an inactive
conformation by the auto-antigen Ku70 (Cohen, et al. 2004). We investigated the relationship
between gefitinib activity, Ku70 and BAX. Ku70 expression level was not modified by
gefitinib and/or AR treatments in both cell lines (Fig 2A, B). SiRNAs targeting Ku70 strongly
silenced endogenous Ku70 in H358 cells, compared to control siRNAs (Fig 3A).
Interestingly, while Ku70 siRNAs did not directly induce apoptosis, they strongly increased
apoptosis in gefitinib-treated H358 cells (Fig 3B), suggesting the involvement of Ku70 in
gefitinib-induced apoptosis inhibition. The role of Ku70 on BAX activation was assessed by
flow cytometry. Ku70 siRNAs alone had no influence on BAX, compared to control siRNAs,
but enhanced the immunofluorescence of activated BAX in gefitinib-treated H358 cells (Fig
3C), suggesting the involvement of Ku70 in gefitinib-induced apoptosis inhibition through
BAX conformational change inhibition. We then measured the interaction between BAX and
Ku70 using coimmunoprecipitation assays. The BAX/Ku70 interaction was very low in H358
cells, but strongly increased under gefitinib treatment (Fig 3D). Interestingly, AR siRNAs
significantly prevented BAX/Ku70 interaction induced by gefitinib, suggesting that AR
induces the binding of BAX with Ku70 under a gefitinib treatment. This hypothesis was
sustained by our results using the sensitive AR-lacking H322 cells. Indeed, BAX/Ku70
interaction level did not change in gefitinib-treated H322 cells compared to untreated cells,
but increased weakly, but reproducibly, in the presence of both AR and gefitinib (Fig 3E).
Altogether, these results showed that AR inhibits gefitinib-induced apoptosis though BAX
level inhibition and inactivation by binding to Ku70. Both phenomena being additive and may

explain the low sensitivity of H358 to gefitinib.
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Fig 4. AR inhibits Ku70 acetylation

A, H358 cells were transfected with control or AR siRNAs as described in figure 1 and
treated with 0.5 pM gefitinib for 96 hours. Cells were incubated with 50 ng/ml TSA (Sigma)
overnight before lysis in presence of 100 ng/ml TSA and broke-down through a 25-gauge
needle. The suspension was centrifuged at 300g for 7 min at 4°C, the resulting supernatant
was then centrifuged at 16000g for 15 min at 4°C. The supernatant contained the cytoplasmic
proteins and equal amounts of endogenous cytoplasmic Ku70 were immunoprecipitated (IP)
and subjected to immunoblotting using anti-acetylated protein antibody (1/1000, Abcam,
France). The immunoblot was reprobed with anti-Ku70 antibody to confirm the presence of
an overlapping Ku70 band. IgG: irrelevant immunoglobulins, used as negative control. Inputs:
cell lysates not subjected to immunoprecipitation.

B, H358 cells were treated 96 hours with 0.5 uM gefitinib and 200 ng/ml TSA as indicated.
BAX was immunoprecipitated (IP) and immunoblotting was performed as described in figure
3. The values denote the relative intensity of Ku70 protein bands of untreated or TSA treated
cells to that of gefitinib-treated samples, after being normalized to the respective BAX. Each
value represents the average of three independent experiments.

C, H358 cells were treated with TSA and 0.5 pM gefitinib as indicated. Apoptosis was
analyzed as described in figure 1. *, p<0.05, **, p<0.01, *** p<0.001 statistically more

significant than control.
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In contrast, without AR, gefitinib induces apoptosis by enhancing BAX level, inducing its
conformational change and preventing its binding to Ku70. Ku70 is thus involved in the AR-
mediated inactivation of BAX in gefitinib-induced apoptosis inhibition.

Acetylation of cytoplasmic Ku70 disrupts its binding to BAX, which translocates to
mitochondria, leading to cell apoptosis (Cohen, et al. 2004). The effect of AR on Ku70
acetylation status, was assessed after immunoprecipitation of the cytoplasmic fraction of
Ku70. Ku70 immunoprecipitates from H358 cells transfected with control siRNAs showed a
discrete acetylation in presence of gefitinib (Fig 4A). This gefitinib-dependent acetylation of
Ku70 was markedly increased with AR siRNAs, suggesting that AR can inhibit gefitinib-
mediated acetylation of Ku70 and thus strengthens the inactivation of BAX by Ku70. We then
treated H358 cells with Trichostatin A (TSA), an inhibitor of Histone deacetylase (HDAC), to
increase Ku70 acetylation and thus reduce BAX/Ku70 interaction. TSA effectively reduced
the gefitinib-induced binding of BAX to Ku70 in H358 cells (Fig 4B). In addition, while
concentrations of up to 200 ng/ml TSA alone did not significantly induce apoptosis in H358
cells, the combination of gefitinib with TSA showed a very significant and dose-dependent
apoptosis induction (Fig 4C). Apoptosis level in the presence of gefitinib and 200 ng/ml TSA
was ten times higher compared to single treatment. These results suggested that inhibition of
BAX/Ku70 interaction by TSA strongly sensitizes the H358 cells to gefitinib-induced
apoptosis. More importantly, they also suggested that HDAC inhibitors could counteract the
protective effect of AR and sensitize cells to gefitinib by inducing the release of BAX from

Ku70 in its active form.

49




Travail de These - Manuscrit

In summary, our findings provide evidence that AR mediates gefitinib resistance in NSCLC
cells through an original acetylation-dependent pathway. AR decreases BAX level and
reduces Ku70 acetylation, thus strengthening the functional inactivation of BAX and resulting
in gefitinib-induced apoptosis inhibition in NSCLC cells. AR might thus represent a new
biomarker of NSCLC cell resistance to gefitinib treatment, and could be used to identify
patients likely to respond to EGFR-TKI (Ishikawa, et al. 2005 ; Kakiuchi, et al. 2004).
Moreover, the involvement of acetylation mechanisms in gefitinib sensitivity should
encourage the application of HDAC inhibitors as anticancer agents (Bolden et al, 2006),

especially in EGFR-TKI resistant patients and in combination with EGFR-TKI treatments.
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Discussion

Nos travaux rapportent des résultats originaux qui concernent la résistance de cellules
cancéreuses aux thérapies moléculaires ciblées anti-EGFR, un probléme récurrent dans la

prise en charge thérapeutique de nombreux cancers :

Nous démontrons tout d'abord I'implication d'un facteur de croissance de la famille de I'EGF,
I'AREG dans la résistance du CBNPC a un traitement anti-EGFR, le gefitinib puis, nous
caractérisons le mécanisme moléculaire responsable de cette résistance (Figure 11).

Dans notre modele, les cellules qui sont dépourvues d'AREG sont sensibles au gefitinib. Cette
molécule induit 1'apoptose des cellules suite a l'activation de la protéine proapoptotique BAX
qui change de conformation, va a la mitochondrie et déclenche 1'apoptose. La présence
d'AREG conditionne la résistance des cellules de CBNPC au gefitinib en diminuant le niveau
d'expression de BAX, et en empéchant son activation. L'AREG agit en maintenant Ku70 sous
une forme déacétylée, ce qui favorise son interaction avec BAX. En conséquence, en présence
d'AREG, BAX est incapable d'aller a la mitochondrie sous I'action du gefitinib, et 1'apoptose
est inhibée.

APOPTOSE RESISTANCE

Figure 11. Mécanisme de résistance au gefitinib des cellules de cancer bronchique non-a
petites cellules. Ce mécanisme dépend de I'amphiréguline et passe par la séquestration de

BAX par Ku70.
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Nous montrons pour la premiére fois que Ku70 est incriminé dans un mécanisme de
résistance aux EGFR-TKI et que son acétylation est régulée par un facteur de croissance de la
famille de 'EGF. De plus, nos données suggerent fortement que l'utilisation d'HDAC] pourrait
contrecarrer l'effet protecteur de ' AREG et sensibiliser les cellules au gefitinib, provoquant la
libération de BAX par Ku70.

Pour conclure, nous confirmons que 'AREG est un facteur de résistance au gefitinib, et
suggérons de I'utiliser comme marqueur diagnostique pour discriminer avant traitement les
patients susceptibles d'étre résistants au gefitinib. Nous proposons également une stratégie

thérapeutique qui permettrait de bloquer la résistance au gefitinib induite par ' AREG.
De nombreuses perspectives découlent de ce travail :

Dans un premier temps, nous souhaitons poursuivre l'identification compléte des
intermédiaires réactionnels qui interviennent dans la résistance au gefitinib médiée par
I'AREG. Les précédents résultats du laboratoire montrent que ' AREG inhibe l'apoptose des
cellules de CBNPC par une voie IGF1-R- et PKC-dépendante (Hurbin ef al., 2002 ; Hurbin et
al., 2005) qui aboutit a Il'inactivation de BAX. Nous étudierons si les effecteurs
cytoplasmiques de signalisation intervenant dans cette voie de résistance a I'apoptose sont

¢galement mis en jeu dans la résistance au gefitinib.

De plus, le mécanisme que nous décrivons fait intervenir 1'acétylation de Ku70. Ce processus
d'acétylation est régulé d'une part, par les histones acétyl-transférases (HAT), et notamment
CBP et P/CAF (Cohen et al., 2004) chargées de greffer le groupement acétate, et d'autre part,
par les déacétylases comme les HDAC et les sirtuins (Cohen et al., 2004) qui ont la mission
inverse. Nous souhaitons donc identifier les HAT et/ou les déacétylases qui interviennent dans
la voie de résistance au gefitinib et analyser l'influence de ' AREG sur la régulation de ces

molécules.

Par ailleurs, un travail de collaboration avec la plateforme de "détection moléculaire in sifu"
du CHU de Grenoble (Pr E. Brambilla) et avec le service d'oncologie thoracique de 1'hdpital
Tenon (Pr J.Cadranel) a été entrepris. Nous analysons par immunohistochimie 1'expression de
I'AREG, I'EGFR, I'lGF1, I'IGF1-R ainsi que les principales voies de signalisation (phospho-
AKT, phospho-ERK et phospho-PKC) sur des coupes de tissu tumoral de patients porteurs de
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CBNPC (échantillons issus du Centre de Ressources Biologiques du CHU de Grenoble) ou
d'adénocarcinomes bronchioloalvéolaires traités par gefitinib (échantillons issus de I'essai
IFCT-BIO-0401). Nous espérons confirmer le réle de I'AREG comme marqueur de résistance

au gefitinib.

De plus, une étude in vivo chez la souris Nude visera a confirmer les hypothéses issues des
résultats obtenus in vitro. Nos résultats préliminaires montrent qu'il est possible d'augmenter
la sensibilité de tumeurs sous-cutanées au gefitinib en ciblant I'AREG de fagon concomitante

avec des SiIRNA.

Enfin, nous souhaitons confirmer qu'un traitement a base d'inhibiteurs d'HDAC est capable de
restaurer une sensibilité au gefitinib. Des études complémentaires destinées a valider la
puissance de l'association EGFR-TKI a celle des inhibiteurs d'HDAC seront conduites in vitro
et in vivo. Nous espérons démontrer l'intérét thérapeutique de cette association afin
d'optimiser la future prise en charge des patients porteurs de CBNPC, qui possédent un

pronostic vital des plus sombres.
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THESE SOUTENUE PAR : Benoit BUSSER
TITRE : Roéle de I'amphiréguline dans la résistance du cancer du poumon non-a petites

cellules au gefitinib

CONCLUSIONS

Le cancer du poumon est la premiére cause de mortalité par cancer dans le monde, a la fois
chez 1I'homme et chez la femme. Le cancer bronchique non-a petites cellules (CBNPC)
représente 80% des cancers du poumon et possede un pronostic extrémement médiocre, avec
une survie 4 5 ans inférieure 4 12%, et ce malgré 1'emploi de traitements comme la chirurgie,
la radiothérapie ou la chimiothérapie. De nouvelles stratégies thérapeutiques sont donc
nécessaires pour améliorer la prise en charge de ces patients. Les nouvelles thérapies
moléculaires ciblées sont en plein essor et devraient permettre d'obtenir dans les années a
venir des résultats encourageants notamment pour améliorer le confort et prolonger la survie
des patients atteints de CBNPC.

Les premiéres données concernant des inhibiteurs spécifiques de l'angiogenése ou de la voie
de signalisation du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) semblent
prometteuses. L'EGFR est impliqué dans le développement de nombreux cancers et constitue
de fait une cible moléculaire privilégiée pour enrayer la prolifération tumorale. Dans le
CBNPC, I'EGFR est souvent surexprimé, ce qui constitue un facteur de mauvais pronostic
pour le patient. Récemment, une nouvelle classe de médicaments appelée inhibiteurs de la
tyrosine kinase de 'EGFR (EGFR-TKI) a vu le jour. Le gefitinib, une molécule appartenant a
la famille des EGFR-TKI, a montré de puissants effets anti-prolifératifs dans les CBNPC de
stades avancés, aprés échec de deux lignes de chimiothérapie. Malheureusement, le gefitinib
n'a pas conféré d'avantage de survie par rapport au placebo sur des cohortes de patients non
sélectionnés. Ces données ont entrainé la recherche intensive de marqueurs capables de
prédire une résistance ou une sensibilité a ce traitement. Certaines mutations de I'EGFR et une
augmentation du nombre de copies du géne ERBB2 ont ainsi été associées a une meilleure
sensibilité au gefitinib. Par ailleurs, d'autres facteurs, comme une mutation activatrice de
KRAS, une amplification de MET, ou une expression du récepteur de I'IGF1-R, sont des
facteurs prédictifs d'une résistance au gefitinib.

Malheureusement, aucun facteur isolé ne permet de parfaitement déterminer la sensibilité au

gefitinib.
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L'amphiréguline (AREG) est un facteur de croissance qui active I'EGFR. Une étude clinique a
montré que les patients porteurs de CBNPC résistants au gefitinib ont des taux d'AREG

sérique élevés, suggérant l'implication de ' AREG dans la résistance au gefitinib.

Notre équipe a cherché a démontrer le role de I'AREG dans la résistance au gefitinib des
cellules de CBNPC et a décrire les mécanismes moléculaires impliqués. Notre travail montre
que 'AREG permet de résister a l'apoptose induite par le gefitinib en inactivant la protéine
proapoptotique BAX. Dans les cellules de CBNPC traitées par gefitinib, le niveau
d'expression de la protéine BAX diminue en présence d AREG. De plus, 'AREG est capable
de réguler le niveau d'acétylation de Ku70, augmentant ainsi l'interaction entre BAX et Ku70.

Nos résultats décrivent ainsi un mécanisme original de résistance au gefitinib qui dépend de
l'acétylation de Ku70 et qui est régulé par un facteur de croissance, ' AREG qui possede donc

un rdle capital dans la résistance des CBNPC au gefitinib.

Une utilisation diagnostique de ' AREG en tant que biomarqueur devrait permettre d'identifier
les patients susceptibles de répondre ou non a ce traitement et le développement d'une
thérapie ciblée anti-AREG pourrait sensibiliser les patients porteurs de CBNPC aux EGFR-
TKI. De plus, l'implication de mécanismes de régulation de l'acétylation dans la résistance
aux EGFR-TKI, et l'effet synergique obtenu en associant des inhibiteurs d'histone-
déacétylases au gefitinib, encourage l'utilisation de ce type d'association dans la prise en

charge thérapeutique du CBNPC, notamment pour les patients résistants aux EGFR-TKI.

Dans un contexte ou le cancer pulmonaire est un probléme majeur de santé publique et ot la
résistance aux traitements reste une des principales préoccupations des professionnels de
santé, nos travaux pourraient avoir un impact sur la prise en charge des patients porteurs
d'adénocarcinomes bronchiques. En effet, d'importantes applications diagnostiques et
thérapeutiques potentielles découlent de notre recherche, concernant a la fois l'identification

des patients porteurs de CBNPC résistants aux EGFR-TKI, mais aussi leur traitement.
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Annexe I

Cancer qu peu mon

atillons et la

Classification histologique des tumeurs malignes du poumon

Carcinome a petites cellules
Variantes : Carcinome composite a petites cellules
Carcinome épidermoide*
Variantes : Papillaire
A cellules claires
A petites cellules
Basaloide
Adénocarcinome*
Acineux
Papillaire
Carcinome bronchiolo-alvéolaire
non mucineux (cellules de Clara/pneumocyte detype II)
mucineux (cellules caliciformes)
mixte mucineux et non mucineux
Adénocarcinome solide
Adénocarcinome avec sous-types mixtes
Variantes : Adénome embryonnaire bien différencié
Adénocarcinome mucineux («colloide»)
Cystadénocarcinome mucineux
Adénocarcinome a cellules en bague
Carcinome 2 cellules claires
Carcinome a grandes cellules
Variantes : Carcinome neuro-endocrine a grandes cellules
Carcinome neuro-endocrine composite 4 grandes cellules
Carcinome basaloide
Carinome de type lymphoépithéliome
Carcinome a cellules claires
Carcinome a grandes cellules et rhabdoide

Carcinome adénosquameux

Carcinomes avec ¢léments pléomorphes, sarcomatoides ou sarcomateux

Carcinomes a cellules fusiformes ou a cellules géantes
Carcinome pléomorphe
Carcinome a cellules fusiformes
Carcinome a cellules géantes
Carcinosarcome
Blastome pulmonaire
Tumeur carcinoide
Carcinoide typique
Carcinoide atypique
Tumeurs des glandes bronchiques
Carcinome mucoépidermoide
Carcinome adénoide kystique
Autres

* Classement : bien différencié, modérément différencié et peu différencié.

Annexe 1. Classification histologique des tumeurs malignes pulmonaires selon 'OMS

Adapté d'apres Brambilla ef al., 2001
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OMS Grade 1 OMS Grade 2 OMS Grade 3 OMS Grade 4
Alopécie Pere des cheveux Alopécie modérée Alopécie compléte Alopécie iméversible
en plagues mais réversible

Toxicité cutanée

Cardiotoxicite
Mucite

Myélotoxicite (adulte)

- Anémie (Hb en g/dl)

- Leucopénie (L en G/1)

- Neutropénie (FNN en G/)
- Thrombopénie (P en G/T)

Hémorragie
Infection

Nausées, vomissements

Diarrhée

Neurotoxicite, état de conscience

Neurotoxicite periphérigue
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Cancer secondaire

Ervthéme

Mineure - Ne nécessite
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Mineure
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Paresthesies légéres et'on
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Desguamation, vésicules
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pas l'amrét du Taitement

Erythéme, ulcére,
alimentaticn solide

8254
2429
1314
a’s

Modére
Moderze
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Annexe 2. Principaux effets secondaires des anticancéreus. Classification par stades de gravité de I'OMS.
D'apres Anticancéreux: utilisation pratique {Séme éditicn). Dossiers du CNHIM, 2004, XXV, 4-5.

Ho=Seaoglobize, L=Leucocytes

PNN=Polvuuclsares: neuzephdss

P=Plaquattes, Gil=Caga =0076 1
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RESEAUX DE CANCEROLOGIE RHONE-ALPES ET AUVERGNE
ONCORA - CONCORDE - ONCOLOIRE - ARC ALPIN - ONCAUVERGNE

REFERENTIEL DE BON USAGE - CANCERS THORACIQUES

GROUPE DE TRAVAIL REFERENTIELS COMMUNS DE PROTOCOLES DE CHIMIOTHERAPIE

- CANCERS BRONCHIQUES NON APETITES CELLULES (CBNPC)

A- PROTOCOLES ENREGISTRES EN RCP
Intisulé du protocole Schéma therapeutique Stade Groupe de référence | Reéférences bibliographiquas
PEMETREXED Femetrexed i i HANNA N
EN MOMOTHERAPIE SRR L BB U measEigue [15]
Tous les 21 jours (@ 27 " ligre)
GRISELLIC
[13]
Gemeitabine Gemueitabine .
GEMCITABINE N N - Lozalement avance MANEGCLD C
meJi. 1 : . . =
EN MONOTHERAPIE 1250 mgim*J1. 38 | 1000 mg/m™ 01, .18, JI5 | = ooy intioue A=l [25]
Tous les 21 jours Tous les 28 jours
VANSTEENKISTE JF
[£0]
- Cisplatine - Cisplatine SANDLER AB
80 mg/m? J1 100 mgim? 1 — 5 . [25
CISPLATINE - GEMCITABINE - Gemeitabine - Gemeitabine acd 9"’!1:"_' i‘?’“'fe A-d
125C mgim? J1, J8 | 1000 mgim* J1, Jg, J15 | O Melasistiaus SMIT EF
Tous les 21 jours Tous les 28 jours [41]
- Bevacizumab - Bevacizumab Avance et nen
75 0cu ‘15 mgr?-cg J1 7.5 nu_‘sﬁ mg'kg J1 cpérabla,
BEVACIZUMAE - CISPLATINE - - Clspiatjrﬁe - 'Fltspl?ti:ne m_é_tastmigug ou en MANEGCGLD C
GEMCITABINE 80 mgim® J1 100 mg/m2.J1 rechute, si histoclogie A-l [28]
- Gemeitabine - Gemcitabine nen & prégominance AMM Bevacizumab
125C mgim* J1. J@ 10C3 mg/m* J1, J8, J15 &pidermoida
Tous les 21 jours Tous les 28 jours |:'=£".= ligne)

REGIONS RHONE-ALPES ET AUVERGNE - REFERENTIELS COMMUNS DE PROTOCOLES DE CHIMIOTHERAPIE
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Intitulé du protocols Schéma thérapeutique Stade Groupe de référence | Références bibliographigues
- Carboplatine
AUC & (Cafvers H - .
CARBOPLATINE - GEMCITABINE - Gemcitabine g v ';:ﬁ‘:}f‘u":é A-1 RLE?;}RM
1200 mgim=.41, 48 =
Tous les 21 jours
- Bevacizumab Avenoé et non
7.5 ou 15 makg J . opérabla,
BEVACIZUMAR - CARBOPLATINE - - Caropiatine mietastatique ou en AR Bevacizumab
GEMCITARINE AUGC § (Caiverd) 1 rachute, si histologie A-1 Pas de Hterature
- Gemcitabine non & prédorinance y
1200 mgi® J1, JB &pidermoids
Tous les 21 jours {15 ligna)
Winorelbine
VINORELBINE {MJ . . ) GRIDELLI C
EN MONOTHERAPIE 30 mgim*.11. & Metastatique Al r13
Tous les 21 jours
Zuresnil2etd
Vinerelbine
80 mgim? J1
VINORELBINE PER OS ; , ) SASSEM J
HERARS Cure n°4 et suivantes Métastatique A-1 .
EN MONOTHERAPIE Winorelbine (8]
20 mgim? 31
Tous les 7 jours
ARRIAGADA R
[1]
DOUILLARD §Y
- Cisplatine [E}
Adjeeart A-l
80 mgim? J1 Sk FIGRON JF
CISPLATINE - VINORELBINE IMNJ - Vinorelbine a1
30 mgim=J1, J8 [21]
Tous les 21 jours WINTOR T
[E6]
Métastatique A-1 GRIDELLIC
[2]
- Bevacizumab Avarce et nen
7.5 ou 15 mpgikg J1 onerabia,
BEVACIZUMAS - CISPLATINE - oo isplatine metastatique od =n AM3 Bevacizumab
VINORELBINE ) gt 51 rechute, i hisiclogie A Pas de fittérature
- ¥inorelbine non & prédominanse
30 mgim3 11, 45 épidermoids
Tous les 21 jours (1™ ligne)

REGIONS RHONE-ALPES ET AUYVERGNE - REFERENTIELS COMMUNS DE PROTOCOLES DE CHIMIOTHERAPIE
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Indituld du projocols

Sohéma thérapautiqus

Btade

Groups de référenca

Références bibliographiguas

CISPLATINE - VINORELBINE
MJ i PER OS5

Cure n*
- Cisplatine
80 mgtm™ 51
- Yinoretbine inj
3D mgim® 3
- Vinorelbine per os
B0 mxgin® 4B
LA
- Cisplatine
B3 magim> 3
- Vincrelbine inj
20 maim 31
- ¥inorelbine per os
20 mg'm?* J&
Tous les 21 jours

Métastatique

JASSEM J
g

DE LEMNA M

BEVACHURMAS - CESPLATINE -
YINORELBINE INJ  PER OS5

- Bevatizumab
FSou 15 mghkg J7
- Cisplatine
83 mgim? 1
- Vinorelbine inj
20 meim® 31
- Winorelbine per os
E0 mgim?® J8
Cura n°2 ot suivanies
- Bevacizumab
T.5ocu 15 mghg Jt
- Cisplatine
80 magim® 33
- Vinoreltbine inj
20 mvgim® St
- Vincrelbine per os
280 mg/m? S8
Tous les 24 jours

Avanoé et non
cpérable,
métasiatique ou en
rechute, si histologie
ron & prédominance
épidermoida
1% ligne)

AMM Bevacizumab
Pas de liftersiure

CISPLATINE - VINORELBINE INJ
+RT

- Cisplatine
83 maim® 41
- Winorelbine
18 mgim=.J1, 35
Tous les 21 jours

Lpealement avansé
non résecable ou
non opérabie

WOKES EE
f&2]

REGIONS RHONE-ALPES E7 AUVERGNE - REFERENTIELS COMMUNS DE PROTOCOLES DE CHIMIOTHERAFIE
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Iniitulé du protocols Schéma thérapsutiqus Stade Groupe de référenca | Référencas bibliographiques
- Clsplatine
) 50 mgiem? J1, J5 Localement avancéd & - Médicaments )
CISPLATINE - ETOPOSIDE - Etopeside non résécakle ou non inscrits sur s GANQI‘;IRA PR
*RT 50 mgim? 11 & J5 non opérabie tiste hors GHS
Tous les 28 jours
. Lopalement avance
Aﬁ}ga;?gp ;a&mge‘n non résécable ou
CARBOPLATINE - PACLITAXEL . i nin operable, en YOKES EE
- Paclitaxel A-li &
+RT B0 maim? 54 ¢as de gontre- 23]
T = TQ 7 indination au
s les T jours cisplati
. 5 MANEGGLD D
Bevacizumalb: Avarcé et non
- .5 ou 8 mghy aepérabia, AN Bevacizumab
Tous les 21 jours métastatique ou en
BEVACHZUMAB N
£N MONOTHERAPIE rechute, si histclogie A-l
Poursuite du traitement jusqu’a progression | non & prédominsnce DLER A
de 1a maladie, aprés & cures du schéma épidermalds SAN y
bevasizumab - sels de platine (2™ ligne) 1241
Al Bevacizumab
- Gemcitabine
1000 mgim= 1. B .
GEMCITABINE - VINORELBINE INJ - Vinorelbine L"f S svanos A-t GR’?Q]-L’ c
25 mgfm=J1. J8 metasistio
Tous les 21 jours
Avance ou
meiasiatigue GATZEMEIER U
- Cisplatine {stades B =& ). [10]
20 mxgim® 31 Patient nor candidat
CISPLATINE - PACLITAXEL - Paclitaxel & une chirurgie A-1
175 mgfm® poteniisfiament
Tous les 21 jours surstive etfou & une SIADCONE &
fﬁ;ﬁ%ﬂde [11]
{37 ligne)
REGIONS RHONE-ALPES ET AUVERGNE - REFERENTIELS COMMUNS DE PROTOCOLES DE CHIMIODTHERAFPIE Page 4 sur 18
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Intitulé du protocols Schéma thérapsutiqua Stade Groups de référenca | Références bibliographiquas
- Bevacizumab Awance et non
7.5 cu 15 mglkg J¥ cpérabie,
BEVACIZUMAS - CISPLATINE - - Cispiatine metastatique ou &n AMM Bevacizumab
PACLITAXEL B mygfmi® S rachute, si histologie A-d Pas de liftérature
- Paclitaxel non & prédominance
175 mgfm? J1 épidermoida
Tous les 24 jours (EM figne}
KELLY K
- Carboplatine (20
AUC B {Saverd) J tecalement avancé I
CARBOPLATINE - PACLITAXEL - Paclitaxel ot métastatigus A-U m‘s’%-[;%”‘ v
200 mgim? M 1 ligne) .
Tous les 21 jours SCHELLER JH
271
- Bevacizumab Avansé ef non
7.5 ou 18 mgdkg 21 epérals,
- Carboplatine métastatigue ou en SAMDLER &
R e PLATINE - AUC & {Caivers) 1 rachute, =i histologie A-l [24]
: - Paclitaxel non & prédominance AKS! Bevasizumab
200 megfm® J1 épidermpids
Tous les 21 jours (4% ligne)
Lpoalement avancé
- Paclitaxel ou meétssiatigua
175 mgim* J1 {‘EM fign=, en cas SMIT EF
FACLITAXEL - GEMCITABINE - GemoHabine de contre- A-H 1]
1250 rgim® 21, S8 indication
Tous les 24 jours documentée au
cispiatine]
FOSEELLA 7Y
Docétaxel Losalement avancé 71
EN Mo T e 76 mgim? 3% au mitastatique A-1
Tous les 21 jours {2 2 figne) SHEPHERD FA
[28]
;;; ‘:&‘:{:? Localement svanod
CISPLATINE - DOCETAXEL - Docétaxel su mitastafigue, A-1 FOSSELLAF
non resscable B
75 mgim® J1 (A )
Tous las 21 jours - e
REGIONS RHONE-ALPES ET AUVERGNE - REFERENTIELS COMMUNS DE PROTOCOLES DE CHIMIOTHERAPIE Page 9 sur 18
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Intifulé du protocole Sehéma thérapeutiqus Stade Groupe de référence | Références bibliographiquas
- Bevacizumab Laranicé =t non
7.5 0u 15 mgikg J1 _ opérable.
BEVACIZURAB - CISPLATINE - - Cisplatine metastatique ou en AMM Bevasizumab
DOCETAXEL TE mgim® i1 rachube, si histologie A-l 25 de Jncrature
: - Docétaxel non & prédominance *
TE mg/m? 21 Spidermoids
Tous les 21 jours 1" ligne)
Leoalement avancé
) . non réseosble ou
- Gemeitabine stasiaticue
. 1908 mgfn® J1, JE 1% ligne, en cas PUJOL JL
GEMCITABINE - DOCETAXEL - Docétaxef &Eﬂ . fre A-H
85 mgim? J& comie- =21
Tows les 21 jours indication
documentés au
cisplatine)
L ocalement avance
) . nonr résenshie ou
- Carboplatine métasiatique
. AUC & (Caivert) J1 {1** ligne, en cas FOSSELLA F
CARBOPLATIME - DOCETAXEL - Docétaxel * d ’ A-H
PR & contre- [E]]
75 maim? 31 indicati
Tous les 21 jours decumentée au
cisplatine)
- Bevacizumab Awancé et nen
7.5 ou 15 mgikg J1 apérablia,
, _ } ’ - Carboplatine métastaiique ou en 5
Ewmau§g§5§:xﬂaaas LATINE #UC 8 (Cabvert} J1 r=chute, =i histologie A-1 A;f: 5:;?“&'2“““
: - Docétaxel non & prédominsnce i
75 rmgim? 31 épidermoide
Tous les 21 jours (1% ligne)
Erlofinib Losalement gvancé | A - Médicament non
EN M%::ggsgg.ﬁ?& B0 mgi o metasistiqus inserit sur la fiste SHEPHERD A
En continu {2 2" lignej hors GHS (9]
REGIONS RHONE-ALPES ET AUVERGNE - REFERENTIELS COMMUNS DE PROTOCCLES DE CHIMIOTHERAPIE Page 8 sur 18
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Irditalé du profocole

Schéma thérapeutiqua

Stade

Groupe de référence

Références bibliographiguas

CARBOPLATINE - PACLITAXEL

- Carboplatine
AUC 8 {Catverd) J1
- Paglitaxel
200 regfm® 11
Tous les 21 jours

Adiuvant,

&0 cas de
eonfreindication
documentés 2u
cisplatine et chez
des patients P50
ou 1 & haut risque
de rechute : stades
IB {tum=ur > 4 em},
B et HEA

B - Arnexe INCa

STRAUSS GM
fa5]

STRAUSS GM
(48]

PACLITAXEL
EN MONOTHERAFIE

Paclitaxet
80 mg/m=J1, 58, 115
Tous les 28 jours

Localement avanceé
ou métssiatigua
iz 3% igne)

B - Ammexe INCa

SOTIMSKI MA
[42]

ITORISES

Intitulé du profocols

Schéma thérapeutfigus

Stade

Groups de référence

References bibliographiques

BEVACEUMAB

Formes Spidermoides ou &
potential hémormragigue
important

C-m

Formes non epidermuoides et a
potentiel hémorragicus faible,
en phazs péri-opératoire

C - Annexe INCa

Formas non epidermoides et a
potential hémaorragiqua faible,
en radiochEmicthérapie
concomitante

C - Annexe NCs

Formes nor: pidarmaides,
stade locslement avancé ou
méfasiztigua
(= 2% ligree)

< - Annexe INCa

PEMETREXED

Adjuvart &t métastalique
it ligne)

€ - Arnexe Nls

IRINOTEC AN

C - Annexe INCa

REGIONE RHONE-ALPES ET AUVERGNE - REFERENTIELS COMMUNS DE PROTOCOLES DE CHIMIOTHERAPIE
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Intitulé Su protocole Bohéms thérapautigue Stade Groupe de référence j Références bibliographiquas
OXALIFLATINE - - C - Armexs NCa -
CETUXIMAR - - C - Anrexs NG -
GEMCITABINE - Adjavant C - Annexe INCa -
GEMCITABINE + RT - Locslement avancs non c-m -

résécskle 2u non opérzble

POLYCHIMIOTHERAPIE TRIPLET,
GUELS QUE SOIENT LES
MEDICAMENTS ASSOCIES

€ - Profocole absent
du référentiel de
TINC=

TOPOTECAN

C - Annexe INCa

VINORELBINE INJ

EM MOMOTHERAPIE - Adjuvart C - Annaxe INCa
V&Oﬁ?&éﬁ%&s - Adjuvant C - Annexe INCa
Adjovant
PACLITAXEL . Localement avancé ou C - Ann NG
EN MONOTHERAPIE métsststious - Annexs INCa -
(1" et 2™ ligne}
) Lecslement svanceé ou
EuP:sc gfg;;:f;;}pq - métesistious C - Annexe INCa -
{ 2 ligne)
DOCETAXEL - Adjavant C - Annexe INCa -
Localement avanceé non
B - - -
DCETAXEL + RT v slatied € - Annexe INCa

RALTITREXED

T - Bnnexe IMCa

REGIONS RHONE-ALPES ET AUVERGHNE - REFERENTIELS COMMUNS DE PROTOCOLES DE CHIMIOTHERAPIE
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Nom d'essai :

GORTEC-GETTEC CARISSA

IFCT-0301

Titre

Type cd'essai :
Phase :
Etat de Pessai :

Avancement :

Organisme promoteur :

Collaboration(s) scientifique(s) :

Financement(s) :

Sexe : homimes et femmes
Essai avec tirage au sort
(randomisé) :

Essai avec placebo

Etendue investigation:

Essai clinique de phase 2 randomisé testant 'association du
ZD1839 (Iressa®) a la radiothérapie post-opératoire et au
cisplatine dans les carcinomes des voies aéro-digestives
supérieures

thérapeutique

2

ouvert aux inclusions

Ouverture effective le : 30/09/2005

Nombre d'inclusions prévues : 140

Nombre effectif : 30 au 28/02/2008

Cloture prévue le : 30/09/2008

Groupe Oncologie Radiothérapie Téte Et Cou (GORTEC)

Groupe d'Etude des Tumeurs de la Téte Et du Cou (GETTEC)

Essai prioritaire INCa
Astra Zeneca
Age : tout dge

Oui
Non
multicentrique - France

Essai de phase 2 randomisé comparant 3 chimiothérapies,
par gefitinib ou par gemcitabine ou par docétaxel, chez des
patients fragilisés ayant un cancer pulmonaire non a petites
cellules de stade IV ou ITIB non accessible a un traitement
par radiothérapie

thérapeutique
2
clos aux inclusions

Quverture effective le : 24/12/2004

Nombre d'inclusions prévues : 126

Nombre effectif : 128 au 18/06/2007

Cloture effective le : 18/06/2007

Groupe Nord d'Oncologie Multidisciplinaire (GNOM)

Intergroupe Francophone de Cancérologie Thoracique (IFCT)

Sanofi Aventis et Astra Zeneca

Age : entre 18 et 80 ans

Oui

Non
multicentrique - France

T!eg‘istre INCa

Date de publication :
Ne d'enregistrement :

22)05/2008
RECF0077

20/06/2007

RECF0131

adapté d'aprés http://'ww.e-cancer.fi/Les-Essais-Cliniques/ . 2008. Rubrique "registre des essais clinigues”, mot clé ; gefitinib
/ / £ ; &
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Serment des Apothicaires

Serment

hpas

Apnthiraires

Je jure, en présence des maitres de la faculté, des conseillers
de l'ordre des pharmariens ef Do mes rondisciples :

D'houprer renx qui m'ont instruit dans [es preceptes D¢ mon
art e Do lenr témotguer ma reconnaissance en restant fidele a
lenr pnseinnement.

A'pxercer, dans Uiutérdt de¢ (@ santé publique, ma profession
auer rauscience ef de respecter ton seulement la lenislation
ent vigueur, mais aussi les regles de Uhaunenr, de la probite
et du desintéressement.

fe ne jamais oublier ma respousabilité ot mes Devpirs envers
I malade et sa Ddignite humaine ; en anrun ras e ne
consentirai & utiliser mes cownaissances ef mou ftaf pour
roreompre les moeurs ¢f favoriser des arfes rriminels.

®ue les howmmes m'accordent leur estine si je suis fidele &
mes promesses. Que e sois couvert Yopprobeeet meprisd de
mes confréres 81 {'y mangue.

84



Thése soutenue par : BUSSER Benoit

Titre :

Role de I'amphiréguline dans la résistance du cancer

du poumon non-a petites cellules au gefitinib

Résumé :

Le cancer bronchique non-a petites cellules (CBNPC) représente 80% des cancers du poumon et
posséde un pronostic extrémement médiocre, avec une survie a 5 ans inférieure a 12%. Le gefitinib,
une molécule appartenant a la famille des inhibiteurs de la tyrosine kinase de I'EGFR (EGFR-TKI) a
montré de puissants effets anti-prolifératifs dans les CBNPC, mais la grande variabilité des réponses a
incité une recherche de marqueurs capables de prédire une résistance ou une sensibilité a ce traitement.
Les patients porteurs de CBNPC résistants au gefitinib ont des taux d'amphiréguline (AREG) sérique
élevés, c'est pourquoi nous avons d'abord cherché a démontrer le réle de I'AREG dans la résistance au

gefitinib des cellules de CBNPC avant d'en décrire le mécanisme moléculaire.

Notre travail montre que I'AREG permet de résister a l'apoptose induite par le gefitinib en inactivant la
protéine proapoptotique BAX. Non seulement 'AREG induit une diminution du niveau d'expression
de BAX, mais elle augmente aussi son interaction avec la protéine Ku70, par un mécanisme dépendant
de l'acétylation. Ainsi nous décrivons un mécanisme original de résistance au gefitinib, dépendant de

l'acétylation de Ku70 et contrdlé par un facteur de croissance, ' AREG.

Dans un contexte ou le cancer pulmonaire est un probléme majeur de santé publique et ou la résistance
aux traitements reste une des principales préoccupations des professionnels de santé, nos travaux
suggerent des applications potentielles pour la prise en charge clinique des patients porteurs de
CBNPC. Ces applications concernent a la fois les domaines diagnostique et thérapeutique. En effet,
nous démontrons le role central de 'AREG dans la résistance au gefitinib et proposons son utilisation
comme biomarqueur prédictif de la résistance a ce traitement. De plus, nous proposons d'associer les
EGFR-TKI a une thérapie anti-AREG ou aux inhibiteurs d'histone-déacétylases, notamment chez les

patients porteurs de CBNPC résistants au gefitinib.

Mots clés : Amphiréguline, Gefitinib, Cancer bronchique, Résistance, Tyrosine-kinase

Jury : Monsieur le Professeur A. Favier - Président du jury
Madame le Professeur P. Cohen
Monsieur le Professeur M. Séve
Madame le Docteur M.J. Richard

Madame le Docteur A. Hurbin — Directeur de Thése
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