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TOMASINI Pascale
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PROFESSEURS DES UNIVERSITES et MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES - PRATICIENS HOSPITALIERS
PROFESSEURS ASSOCIES, MAITRES DE CONFERENCES DES UNIVERSITES mono-appartenants

l ANATOMIE 4201 | l ANTHROPOLOGIE 20 |
CHAMPSAUR Pierre (PU-PH) ADALIAN Pascal (PR)

LE CORROLLER Thomas (PU-PH)

PIRRO Nicolas (PU-PH) DEGIOANNI/SALLE Anna (MCF)

VERNA Emeline (MCF)
GUENOUN-MEYSSIGNAC Daphné (MCU-PH)

LAGIER Aude (MCU-PH) disponibilité | BACTERIOLOGIE-VIROLOGIE ; HYGIENE HOSPITALIERE 4501 |
THOLLON Lionel (MCF) (60éme section) CHARREL Rémi (PU PH)

DRANCOURT Michel (PU-PH)
FENOLLAR Florence (PU-PH)
FOURNIER Pierre-Edouard (PU-PH)

| ANATOMIE ET CYTOLOGIE PATHOLOGIQUES 4203 | NICOLAS DE LAMBALLERIE Xavier (PU-PH)
LA SCOLA Bernard (PU-PH)

CHARAFE/JAUFFRET Emmanuelle (PU-PH) RAOULT Didier (PU-PH)

DANIEL Laurent (PU-PH)

FIGARELLA/BRANGER Dominique (PU-PH) ANGELAKIS Emmanouil (MCU-PH)

GARCIA Stéphane (PU-PH) DUBOURG Grégory (MCU-PH)

XERRI Luc (PU-PH) GOURIET Frédérique (MCU-PH)
NOUGAIREDE Antoine (MCU-PH)

DALES Jean-Philippe (MCU-PH) NINOVE Laetitia (MCU-PH)

GIUSIANO COURCAMBECK Sophie (MCU PH)

LABIT/BOUVIER Corinne (MCU-PH) CHABRIERE Eric (PR) (64éme section)

MAUES DE PAULA André (MCU-PH) LEVASSEUR Anthony (PR) (64&me section)

SECQ Véronique (MCU-PH) DESNUES Benoit (MCF) ( 65&éme section )
MERHEJ/CHAUVEAU Vicky (MCF) (87&me section)
l BIOCHIMIE ET BIOLOGIE MOLECULAIRE 4401 |

ANESTHESIOLOGIE ET REANIMATION CHIRURGICALE ;
MEDECINE URGENCE 4801 BARLIER/SETTI Anne (PU-PH)

ENJALBERT Alain (PU-PH) Surnombre

ALBANESE Jacques (PU-PH) GABERT Jean (PU-PH)

BRUDER Nicolas (PU-PH) GUIEU Régis (PU-PH)

KERBAUL Francois (PU-PH) OUAFIK L'Houcine (PU-PH)

LEONE Marc (PU-PH)

MARTIN Claude (PU-PH) Surnombre BUFFAT Christophe (MCU-PH)

MICHEL Fabrice (PU-PH) FROMONOT Julien (MCU-PH)

MICHELET Pierre (PU-PH) MOTTOLA GHIGO Giovanna (MCU-PH)

VELLY Lionel (PU-PH) SAVEANU Alexandru (MCU-PH)

GUIDON Catherine (MCU-PH)

l ANGLAIS 11 | l BIOLOGIE CELLULAIRE 4403 |

BRANDENBURGER Chantal (PRCE) ROLL Patrice (PU-PH)

BURKHART Gary (PAST) GASTALDI Marguerite (MCU-PH)

KASPI-PEZZOLI Elise (MCU-PH)
LEVY-MOZZICONNACCI Annie (MCU-PH)

BIOLOGIE ET MEDECINE DU DEVELOPPEMENT

ET DE LA REPRODUCTION ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5405

METZLER/GUILLEMAIN Catherine (PU-PH)

PERRIN Jeanne (MCU-PH)

| BIOPHYSIQUE ET MEDECINE NUCLEAIRE 4301 | l CARDIOLOGIE 5102 |
GUED]J Eric (PU-PH) AVIERINOS Jean-Francois (PU-PH)
GUYE Maxime (PU-PH) BONELLO Laurent (PU PH)
MUNDLER Olivier (PU-PH) Surnombre BONNET Jean-Louis (PU-PH)
TAIEB David (PU-PH) CUISSET Thomas (PU-PH)
DEHARO Jean-Claude (PU-PH)
BELIN Pascal (PR) (69éme section) FRANCESCHI Frédéric (PU-PH)
RANIJEVA Jean-Philippe (PR) (69éme section) HABIB Gilbert (PU-PH)
PAGANELLI Franck (PU-PH)
CAMMILLERI Serge (MCU-PH) THUNY Franck (PU-PH)

VION-DURY Jean (MCU-PH)

BARBACARU/PERLES Téodora Adriana (MCF) (69éme section) l CHIRURGIE DIGESTIVE 5202 |

BERDAH Stéphane (PU-PH)
HARDWIGSEN Jean (PU-PH)

BIOSTATISTIQUES, INFORMATIQUE MEDICALE LE TREUT Yves-Patrice (PU-PH) Surnombre
ET TECHNOLOGIES DE COMMUNICATION 4604 SIELEZNEFF Igor (PU-PH)
CLAVERIE Jean-Michel (PU-PH) Surnombre BEYER-BERJOT Laura (MCU-PH)

GAUDART Jean (PU-PH)
GIORGI Roch (PU-PH)

CHAUDET Hervé (MCU-PH) | CHIRURGIE GENERALE 5302 ]
DUFOUR Jean-Charles (MCU-PH)
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GIUSIANO Bernard (MCU-PH)
MANCINI Julien (MCU-PH)

ABU ZAINEH Mohammad (MCF) (5éme section)
BOYER Sylvie (MCF) (5éme section)

| CHIRURGIE ORTHOPEDIQUE ET TRAUMATOLOGIQUE 5002 I

ARGENSON Jean-Noé&l (PU-PH)
BLONDEL Benjamin (PU-PH)
CURVALE Georges (PU-PH)
FLECHER Xavier (PU PH)
PARRATTE Sébastien (PU-PH)
ROCHWERGER Richard (PU-PH)
TROPIANO Patrick (PU-PH)

OLLIVIER Matthieu (MCU-PH)

l CANCEROLOGIE ; RADIOTHERAPIE 4702 |

BERTUCCI Frangois (PU-PH)

CHINOT Olivier (PU-PH)

COWEN Didier (PU-PH)

DUFFAUD Florence (PU-PH)

GONCALVES Anthony PU-PH)
HOUVENAEGHEL Gilles (PU-PH)
LAMBAUDIE Eric (PU-PH)

MARANINCHI Dominique (PU-PH) Surnombre
SALAS Sébastien (PU-PH)

VIENS Patrice (PU-PH)

SABATIER Renaud (MCU-PH)

DELPERO Jean-Robert (PU-PH)
MOUTARDIER Vincent (PU-PH)
SEBAG Frédéric (PU-PH)
TURRINI Olivier (PU-PH)

BEGE Thierry (MCU-PH)
BIRNBAUM David (MCU-PH)

l CHIRURGIE INFANTILE 5402 |

GUYS Jean-Michel (PU-PH)
JOUVE Jean-Luc (PU-PH)
LAUNAY Franck (PU-PH)
MERROT Thierry (PU-PH)
VIEHWEGER Heide Elke (PU-PH)

l CHIRURGIE MAXILLO-FACIALE ET STOMATOLOGIE 5503 ]

CHOSSEGROS Cyrille (PU-PH)
GUYOT Laurent (PU-PH)

FOLETTI Jean-Marc (MCU-PH)

| CHIRURGIE THORACIQUE ET CARDIOVASCULAIRE 5103 I

COLLART Frédéric (PU-PH)
D'JOURNO Xavier (PU-PH)
DODDOLI Christophe (PU-PH)
GARIBOLDI Vlad (PU-PH)
MACE Loic (PU-PH)

THOMAS Pascal (PU-PH)

FOUILLOUX Virginie (MCU-PH)

GRISOLI Dominique (MCU-PH)
TROUSSE Delphine (MCU-PH)

| CHIRURGIE VASCULAIRE ; MEDECINE VASCULAIRE 5104 1

CHIRURGIE PLASTIQUE,

RECONSTRUCTRICE ET ESTHETIQUE ; BRULOLOGIE 5004

CASANOVA Dominique (PU-PH)
LEGRE Régis (PU-PH)

HAUTIER/KRAHN Aurélie (MCU-PH)

ALIMI Yves (PU-PH)

AMABILE Philippe (PU-PH)
BARTOLI Michel (PU-PH)
MAGNAN Pierre-Edouard (PU-PH)
PIQUET Philippe (PU-PH)

SARLON-BARTOLI Gabrielle (MCU PH)

| HISTOLOGIE, EMBRYOLOGIE ET CYTOGENETIQUE 4202 |

GRILLO Jean-Marie (PU-PH) Surnombre
LEPIDI Hubert (PU-PH)

ACHARD Vincent (MCU-PH) disponibilité
PAULMYER/LACROIX Odile (MCU-PH)

l DERMATOLOGIE - VENEREOLOGIE 5003 I

BERBIS Philippe (PU-PH)
GAUDY/MARQUESTE Caroline (PU-PH)
GROB Jean-Jacques (PU-PH)
RICHARD/LALLEMAND Marie-Aleth (PU-PH)

I DUSI |
COLSON Sébastien (MCF)

ENDOCRINOLOGIE ,DIABETE ET MALADIES METABOLIQUES ;
GYNECOLOGIE MEDICALE 5404

BRUE Thierry (PU-PH)

CASTINETTI Frédéric (PU-PH)

| GASTROENTEROLOGIE ; HEPATOLOGIE ; ADDICTOLOGIE 5201 |

BARTHET Marc (PU-PH)

BERNARD Jean-Paul (PU-PH)
BOTTA-FRIDLUND Danielle (PU-PH)
DAHAN-ALCARAZ Laetitia (PU-PH)
GEROLAMI-SANTANDREA René (PU-PH)
GRANDVAL Philippe (PU-PH)

GRIMAUD Jean-Charles (PU-PH)

SEITZ Jean-Frangois (PU-PH)

VITTON Véronique (PU-PH)

GONZALEZ Jean-Michel ( MCU-PH)

l GENETIQUE 4704 ]

BEROUD Christophe (PU-PH)
KRAHN Martin (PU-PH)

LEVY Nicolas (PU-PH)

MONCLA Anne (PU-PH)
SARLES/PHILIP Nicole (PU-PH)

NGYUEN Karine (MCU-PH)
TOGA Caroline (MCU-PH)
ZATTARA/CANNONI Héléne (MCU-PH)

l GYNECOLOGIE-OBSTETRIQUE ; GYNECOLOGIE MEDICALE 5403 |

IPIDEMIOLOGIEI ECONOMIE DE LA SANTE ET PREVENTION 4601

AUQUIER Pascal (PU-PH)

BOYER Laurent (PU-PH)

CHABOT Jean-Michel (PU-PH)
GENTILE Stéphanie (PU-PH)
SAMBUC Roland (PU-PH) Surnombre
THIRION Xavier (PU-PH)

AGOSTINI Aubert (PU-PH)

BOUBLI Léon (PU-PH)

BRETELLE Florence (PU-PH)
CARCOPINO-TUSOLI Xavier (PU-PH)
COURBIERE Blandine (PU-PH)
CRAVELLO Ludovic (PU-PH)
D'ERCOLE Claude (PU-PH)
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BERBIS Julie (MCU-PH)
LAGOUANELLE/SIMEONI Marie-Claude (MCU-PH)

MINVIELLE/DEVICTOR Bénédicte (MCF)(06&me section)
TANTI-HARDOUIN Nicolas (PRAG)

IMMUNOLOGIE 4703 |

l HEMATOLOGIE ; TRANSFUSION 4701

KAPLANSKI Gilles (PU-PH)
MEGE Jean-Louis (PU-PH)
OLIVE Daniel (PU-PH)
VIVIER Eric (PU-PH)

FERON Francois (PR) (69éme section)

BOUCRAUT Joseph (MCU-PH)
DEGEORGES/VITTE Joélle (MCU-PH)
DESPLAT/JEGO Sophie (MCU-PH)
ROBERT Philippe (MCU-PH)

VELY Frédéric (MCU-PH)

BOUCAULT/GARROUSTE Frangoise (MCF) 65éme section)

| MALADIES INFECTIEUSES ; MALADIES TROPICALES 4503 I

BROUQUI Philippe (PU-PH)
LAGIER Jean-Christophe (PU-PH)
PAROLA Philippe (PU-PH)

STEIN Andréas (PU-PH)

MILLION Matthieu (MCU-PH)

BLAISE Didier (PU-PH)

COSTELLO Régis (PU-PH)

CHIARONI Jacques (PU-PH)
GILBERT/ALESSI Marie-Christine (PU-PH)
MORANGE Pierre-Emmanuel (PU-PH)
VEY Norbert (PU-PH)

GELSI/BOYER Véronique (MCU-PH)
LAFAGE/POCHITALOFF-HUVALE Marina (MCU-PH)
LOOSVELD Marie (MCU-PH)

POGGI Marjorie (MCF) (64éme section)

l MEDECINE LEGALE ET DROIT DE LA SANTE 4603

LEONETTI Georges (PU-PH)
PELISSIER/ALICOT Anne-Laure (PU-PH)
PIERCECCHI/MARTI Marie-Dominique (PU-PH)

BARTOLI Christophe (MCU-PH)
TUCHTAN-TORRENTS Lucile (MCU-PH)

BERLAND/BENHAIM Caroline (MCF) (1ére section)

l MEDECINE PHYSIQUE ET DE READAPTATION 4905

| MEDECINE INTERNE ; GERIATRIE ET BIOLOGIE DU |
VIEILLISSEMENT ; MEDECINE GENERALE ; ADDICTOLOGIE 5301
BONIN/GUILLAUME Sylvie (PU-PH)

DISDIER Patrick (PU-PH)

DURAND Jean-Marc (PU-PH)

FRANCES Yves (PU-PH) Surnombre

GRANEL/REY Brigitte (PU-PH)

HARLE Jean-Robert (PU-PH)

ROSSI Pascal (PU-PH)

SCHLEINITZ Nicolas (PU-PH)

EBBO Mikael (MCU-PH)

GENTILE Gaétan (MCF Méd. Gén. Temps plein)

ADNOT Sébastien (PR associé Méd. Gén. a mi-temps)
FILIPPI Simon (PR associé Méd. Gén. a mi-temps)

BARGIER Jacques (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

BONNET Pierre-André (MCF associé Méd. Gén a mi-temps)
CALVET-MONTREDON Céline (MCF associé Méd. Gén. a temps plein)
GUIDA Pierre (MCF associé Méd. Gén. a mi-temps)

JANCZEWSKI Aurélie (MCF associé Méd. Gén. A mi-temps)

BENSOUSSAN Laurent (PU-PH)
VITON Jean-Michel (PU-PH)

| MEDECINE ET SANTE AU TRAVAIL 4602

LEHUCHER/MICHEL Marie-Pascale (PU-PH)

BERGE-LEFRANC Jean-Louis (MCU-PH)
SARI/MINODIER Irene (MCU-PH)

l NEPHROLOGIE 5203

BERLAND Yvon (PU-PH) Surnombre
BRUNET Philippe (PU-PH)

BURTEY Stépahne (PU-PH)
DUSSOL Bertrand (PU-PH)

JOURDE CHICHE Noémie (PU PH)
MOAL Valérie (PU-PH)

l NUTRITION 4404 1

l NEUROCHIRURGIE 4902

DARMON Patrice (PU-PH)
RACCAH Denis (PU-PH)
VALERO René (PU-PH)

ATLAN Catherine (MCU-PH) disponibilité
BELIARD Sophie (MCU-PH)

MARANINCHI Marie (MCF) (66&me section)

DUFOUR Henry (PU-PH)
FUENTES Stéphane (PU-PH)
REGIS Jean (PU-PH)

ROCHE Pierre-Hugues (PU-PH)
SCAVARDA Didier (PU-PH)

CARRON Romain (MCU PH)
GRAILLON Thomas (MCU PH)

l NEUROLOGIE 4901

| ONCOLOGIE 65 (BIOLOGIE CELLULAIRE) |

CHABANNON Christian (PR) (66&me section)
SOBOL Hagay (PR) (65&me section)

l OPHTALMOLOGIE 5502 |

DENIS Daniéle (PU-PH)

HOFFART Louis (PU-PH)

MATONTI Frédéric (PU-PH)

RIDINGS Bernard (PU-PH) Surnombre

ATTARIAN Sharham (PU PH)
AUDOIN Bertrand (PU-PH)
AZULAY Jean-Philippe (PU-PH)
CECCALDI Mathieu (PU-PH)
EUSEBIO Alexandre (PU-PH)
FELICIAN Olivier (PU-PH)
PELLETIER Jean (PU-PH)

l PEDOPSYCHIATRIE; ADDICTOLOGIE 4904

DA FONSECA David (PU-PH)
POINSO Francois (PU-PH)

30/11/2017



l OTO-RHINO-LARYNGOLOGIE 5501 1

DESSI Patrick (PU-PH) PHARMACOLOGIE FONDAMENTALE -
FAKHRY Nicolas (PU-PH) PHARMACOLOGIE CLINIQUE; ADDICTOLOGIE 4803
GIOVANNI Antoine (PU-PH)

LAVIEILLE Jean-Pierre (PU-PH) BLIN Olivier (PU-PH)

NICOLLAS Richard (PU-PH) FAUGERE Gérard (PU-PH) Surnombre

TRIGLIA Jean-Michel (PU-PH) MICALLEF/ROLL Joélle (PU-PH)

SIMON Nicolas (PU-PH)
DEVEZE Arnaud (MCU-PH) Disponibilité

BOULAMERY Audrey (MCU-PH)
REVIS Joana (MAST) (Orthophonie) (7éme Section) VALLI Marc (MCU-PH)

l PHILOSPHIE 17 |

| PARASITOLOGIE ET MYCOLOGIE 4502 |

DESSEIN Alain (PU-PH) Surnombre

LE COZ Pierre (PR) (17&éme section)

CASSAGNE Carole (MCU-PH)
L'OLLIVIER Coralie (MCU-PH)
MARY Charles (MCU-PH)
RANQUE Stéphane (MCU-PH)
TOGA Isabelle (MCU-PH)

l PEDIATRIE 5401 | l PHYSIOLOGIE 4402 ]

ANDRE Nicolas (PU-PH) BARTOLOMEI Fabrice (PU-PH)

CHAMBOST Hervé (PU-PH) BREGEON Fabienne (PU-PH)

DUBUS Jean-Christophe (PU-PH) MEYER/DUTOUR Anne (PU-PH)

GIRAUD/CHABROL Brigitte (PU-PH) TREBUCHON/DA FONSECA Agnés (PU-PH)

MICHEL Gérard (PU-PH)

MILH Mathieu (PU-PH) BARTHELEMY Pierre (MCU-PH)

REYNAUD Rachel (PU-PH) BONINI Francesca (MCU-PH)

SARLES Jacques (PU-PH) BOULLU/CIOCCA Sandrine (MCU-PH)

TSIMARATOS Michel (PU-PH) DADOUN Frédéric (MCU-PH) (disponibilité)
DEL VOLGO/GORI Marie-José (MCU-PH)

COZE Carole (MCU-PH) DELLIAUX Stéphane (MCU-PH)

FABRE Alexandre (MCU-PH) GABORIT Bénédicte (MCU-PH)

OUDIN Claire (MCU-PH) REY Marc (MCU-PH)

OVAERT Caroline (MCU-PH)

| PSYCHIATRIE D'ADULTES ; ADDICTOLOGIE 4903 | LIMERAT/BOUDOURESQUE Frangoise (MCF) (40éme section) Retraite 1/5/2018
RUEL Jéréme (MCF) (69&me section)

BAILLY Daniel (PU-PH) STEINBERG Jean-Guillaume (MCF) (66éme section)

LANCON Christophe (PU-PH) THIRION Sylvie (MCF) (66éme section)

NAUDIN Jean (PU-PH)

[CHOLOGIE - PSYCHOLOGIE CLINIQUE, PCYCHOLOGIE SOCIALE 16

PNEUMOLOGIE; ADDICTOLOGIE 5101 ]

AGHABABIAN Valérie (PR)
ASTOUL Philippe (PU-PH)

| RADIOLOGIE ET IMAGERIE MEDICALE 4302 | BARLESI Fabrice (PU-PH)
CHANEZ Pascal (PU-PH)
BARTOLI Jean-Michel (PU-PH) CHARPIN Denis (PU-PH) Surnombre
CHAGNAUD Christophe (PU-PH) GREILLIER Laurent (PU PH)
CHAUMOITRE Kathia (PU-PH) REYNAUD/GAUBERT Martine (PU-PH)
GIRARD Nadine (PU-PH)
GORINCOUR Guillaume (PU-PH) MASCAUX Céline (MCU-PH)
JACQUIER Alexis (PU-PH)
MOULIN Guy (PU-PH) TOMASINI Pascale (Maitre de conférences associé des universités)

PANUEL Michel (PU-PH)
PETIT Philippe (PU-PH)
VAROQUAUX Arthur Damien (PU-PH)

VIDAL Vincent (PU-PH) | THERAPEUTIQUE; MEDECINE D'URGENCE; ADDICTOLOGIE 4804 |
| REANIMATION MEDICALE ; MEDECINE URGENCE 4802 | AMBROSI Pierre (PU-PH)

BARTOLIN Robert (PU-PH) Surnombre

GAINNIER Marc (PU-PH) VILLANI Patrick (PU-PH)
GERBEAUX Patrick (PU-PH)
PAPAZIAN Laurent (PU-PH) DAUMAS Aurélie (MCU-PH)
ROCH Antoine (PU-PH)
HRAIECH Sami (MCU-PH) | UROLOGIE 5204 ]
l RHUMATOLOGIE 5001 | BASTIDE Cyrille (PU-PH)
KARSENTY Gilles (PU-PH)
GUIS Sandrine (PU-PH) LECHEVALLIER Eric (PU-PH)
LAFFORGUE Pierre (PU-PH) ROSSI Dominique (PU-PH)

PHAM Thao (PU-PH)
ROUDIER Jean (PU-PH)
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1. Introduction

1.1 Cancer broncho-pulmonaire

1.1.1. Epidémiologie

En 2014, le cancer broncho-pulmonaire (CBP) est devenu le premier cancer en termes
de fréquence et de mortalité associee, avec 20 % de mortalité en France (1). Il représente le
2°™ cancer le plus fréquent chez I"homme et le 3°™ chez la femme. Au cours de ces 20 derniéres
années, le taux de mortalité par CBP a diminué d’environ 11% chez ’homme, augmentant dans
le méme temps de 115% chez la femme. L’évolution des mceurs, notamment en termes de
consommation tabagique chez la femme, est responsable de cette augmentation exponentielle.
Avec une survie a 5 ans de 1’ordre de 15%, le CBP est un cancer de mauvais pronostic (tableau

1). Environ 70 a 80% des cancers sont diagnostiqués a des stades avancés ou métastatiques.

Tableau 1. Stade au diagnostic et taux de survie en fonction de I'extension d'un

cancer broncho-pulmonaire.
D’apreés les Parcours de Soins - Haute Autorité de Santé.

Localisé Avancé Métastatique
Stade I-11 Stade I11 Stade IV
Fréquence au 25% 20% 55%
diagnostic
Survie a S ans 52% 24% 4%

1.1.2. Formes histologigues et biomarqueurs

Les cancers broncho-pulmonaires non a petites cellules (CBNPC) représentent pres de

85% des CBP. Les formes les plus fréquentes sont :

- L’adénocarcinome (50%)
- Le carcinome épidermoide (40%)

- Le carcinome a grandes cellules (10%)

Les cancers broncho-pulmonaires a petites cellules (CPC), représentant pres de 15% des
CBP, sont associés a un mauvais pronostic en lien avec un temps de doublement cellulaire trés

rapide rendant cette maladie encore plus agressive.



Dans 1’adénocarcinome broncho-pulmonaire, des altérations moléculaires, représentant
des biomarqueurs dits « actionnables » qui rentrent dans le cadre de la médecine de précision,
sont retrouvees chez plus de 50 % des patients en France (2) (figure 1). Depuis 2011, I’Institut
National du Cancer (INCa) recommande la recherche systématique de 5 biomarqueurs chez les
patients porteurs d’'un CBNPC non-épidermoide non résécable dont 1’analyse est réalisée au
sein de 28 plateformes réparties sur le territoire francais : les mutations des génes EGFR, KRAS,
HER2, BRAF et les translocations du géne ALK entrainant le plus souvent la synthese du

transcrit de fusion EML4-ALK.

Full WT 15% EGFR12%

KRAS
32%
Unknown

32%
BRAF 2%
HER2 1%
ALK 5% PIK3CA 2%

Figure 1. Fréquence des altérations génétiques dans I’adénocarcinome broncho-
pulmonaire.

D’apres Barlesi F et al. Lancet 2016.

Malgré les nombreuses avancées thérapeutiques au cours de la derniére décennie
(avenement des thérapies bioguidées, immunothérapie), le pronostic des patients métastatiques
reste encore trop péjoratif, en raison du fort potentiel invasif et métastatique qui caractérise le
CBP. Le pronostic de la maladie est corréle a la résécabilité de la tumeur, au stade de la maladie,
au type histologique, a 1’état général du patient ainsi qu’a la rapidité de la prise en charge

diagnostique.



1.1.3. Diagnostic cytologique

En cancérologie thoracique, I’examen cytologique (analyse de cellules dissociées) peut
étre réalisé a partir de différents spécimens : expectoration induite, aspiration bronchique,
brossage bronchique, lavage broncho-alvéolaire, cytoponction ganglionnaire ou de masse a
I’aiguille fine (21-25 Gauge), et liquide pleural. Cela sous-entend le recueil de cellules isolées,
indépendantes ou en petits groupes structurés, mais toujours extraites de leur contexte
architectural et tissulaire, a I’opposé de I’histopathologie pour laquelle des prélévements
tissulaires sont effectués par des aiguilles de plus gros calibre (19 G) équipées ou non d’un
systéeme de section. Le plus souvent, pour I’examen cytologique, les cellules sont recueillies
sans ajout d’agent fixateur (type formol) et directement étalées ou spottées aprés
cytocentrifugation sur lame, générant ainsi des eétalements/frottis ou des spots de
cytocentrifugation, respectivement. Les cellules restent donc « entiéres » sur les lames, a la
différence des techniques de préparation générant des « cell block » ou des inclusions en
paraffine du « caillot » formé, apres fixation des cellules. Des coupes (5 a 10 um) réalisées a
I’aide d’un microtome sont ensuite effectuées a partir de ces « cell block » et inclusions. Dans
ce cas, on ne doit pas parler d’histologie, 1’architecture n’étant pas rétablie par la simple
inclusion en paraffine, mais parler de blocs cellulaires, « cytoblocs » ou « cell block » des anglo-
saxons. Quelle que soit la technique utilisée, il est important de connaitre 1’aspect cytologique
des cellules normales résidentes de 1’organe ou du tissu prélevé et des éléments figurés du sang,
puisque mélés aux cellules pathologiques. Les principaux avantages des prélevements
cytologiques sont : 1/ qu’ils correspondent a un geste de prélévement moins agressif que pour
des biopsies solides, 2/ qu’ils permettent une réponse rapide, et 3/ qu’ils sont utilisables pour
des analyses complémentaires : immunocytochimie sur lame, cytométrie en flux, biologie

moléculaire, FISH...

En présence d’un épanchement pleural métastatique (EPM), le diagnostic cytologique
peut étre fait par un prélévement de liquide pleural au cours d’une ponction pleurale, réalisée
sous anesthésie locale et en toute innocuité en cas d’association a un repérage échographique

initial qui doit étre systématique (figure 2).



Figure 2. Imagerie diagnostique d'un épanchement pleural (EP).

A) Radiographie thoracique montrant un EP droit de grande abondance.

B) Repérage échographique avant réalisation d’une ponction pleurale mettant en évidence
un EP homogene et une atélectasie lobaire inférieure droite.

Il s’agit d’une méthode relativement sensible, comparativement aux biopsies pleurales a
I’aveugle, bien que les biopsies pleurales sous controle de la vue réalisées au cours d’une
thoracoscopie soient actuellement recommandées et représentent le « gold standard ». Ces
dernieres permettent, durant un méme temps opératoire, de réaliser une symphyse pleurale par
talc sous contrdle de la vue (talc poudrage) en cas d’EPM récidivant symptomatique. En
présence de métastases pleurales d’adénocarcinome bronchique, la sensibilité de la cytologie
pleurale est notamment corrélée au degré d’envahissement de la plévre viscérale (3). La
recherche d’une altération moléculaire a partir de cellules cancéreuses issues du liquide pleural
est une alternative aux biopsies solides et est techniquement réalisable indépendamment du
volume de liquide pleural recu au laboratoire. De plus, le liquide pleural recueilli peut étre le
seul spécimen disponible dans I’évolution de la maladie. Repérer les cellules tumorales ne pose
en général pas de probléme sur des liquides pris en charge selon les régles de bonnes pratiques,
le diagnostic étant parfois plus difficile sur des liquides pauvres en cellules tumorales. Les
problemes diagnostiques les plus fréqguemment rencontrés sont ceux de la différenciation
cellulaire. Si les localisations pleurales d’un carcinome a petites cellules, d’un adénocarcinome
bien différencié ou d’un carcinome malpighien différencié et kératinisant ne posent en genéral
pas de probleme diagnostique (figure 3), I’analyse cytologique en colorations standards (MGG,
Papanicolaou) doit dans certains cas étre complétée par une analyse par immunocytochimie. En

présence de cellules carcinomateuses de grande taille sans criteres cytologiques de



différenciation, ce phénotypage pourra servir a discriminer entre un adénocarcinome et un
carcinome malpighien. De plus, lors du diagnostic d’une métastase pleurale par un
adénocarcinome, seul le phénotypage permettra d’identifier I'origine primitive (TTF1 pour une

origine pulmonaire ou thyroidienne, GATAS pour une origine mammaire ...).

Ainsi, la connaissance du contexte clinique associée a certains caractéres
morphologiques peuvent orienter le diagnostic, mais dans la majorité des cas, seule

I’immunocytochimie permettra d’affiner le diagnostic et de déterminer I’origine primitive.

Figure 3. Liquide Pleural : cellules métastatiques d’ Adénocarcinome bronchique.

Coloration de Papanicolaou. Grandissement x 10 (A) et x 40 (B).

Une des limites de la cytologie souvent avancée dans la littérature est une quantité
insuffisante de cellules recueillies, rendant parfois difficile la réalisation d’un diagnostic
définitif. Celle-ci limite aussi par exemple la recherche d’altérations moléculaires en raison
d’une faible représentativité des cellules malignes dans 1’échantillon prélevé, au vu notamment
du concept d’hétérogénéité tumorale. La multiplicité et le recours de plus en plus fréquent a ces
differents prélévements (diagnostic, staging médiastinal, redocumentation lors de progression
tumorale, recherche d’une altération génomique) imposent la poursuite d’étude de la faisabilité
de nouvelles techniques diagnostiques. Dans ce contexte, la compréhension des facteurs
impliqués dans la formation de métastases demeure un enjeu majeur, afin d’identifier de

nouveaux biomarqueurs pronostiques et de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques.



1.2 Epanchements pleuraux métastatiques

1.2.1. Epidémiologie et pronostic

Les épanchements pleuraux métastatiques (EPM) représentent la premiere cause de
pleurésie exsudative, touchant environ 150 000 personnes par an aux Etats Unis et 100 000 en
Europe, altérant considérablement leur qualité de vie (4). 80% des EPM sont associés au cancer
du poumon, du sein, de I’ovaire et au lymphome. Ils sont associés a une néoplasie métastatique
et conférent au patient un mauvais pronostic, la médiane de survie estimée variant de 3 a 12
mois, respectivement pour le CBP et le cancer du sein (5). Par conséquent, 1’objectif principal
dans la prise en charge des EPM est d’améliorer les symptomes et la qualité de vie des patients
en étant le moins invasif possible. La prévalence d’un EPM au diagnostic est de 15 a 25%, et
peut atteindre jusqu’a 40% des patients atteints d’un CBNPC au cours de I’évolution de la
maladie (6). La mise en évidence d’un EPM dans le cadre d’un CBP classe la maladie en stade
IV et lui confére un pronostic plus péjoratif. L’utilisation du score de LENT (7) (Figure 4)
permet selon des critéres clinico-biologiques d’évaluer la survie d’un patient présentant un
EPM, et est actuellement validée par les sociétés européennes de pneumologie et de chirurgie

cardio-thoracique (8).

Variable Score

L LDH level in pleural fluid (IU/L)
<1500
>1500 1

E ECOG PS
0
1
2
3-4

N NLR
<9
>9 1 100

T Tumour type
Lowest risk tumour types
» Mesothelioma
» Haematological malignancy
Moderate risk tumour types 1
» Breast cancer
» Gynaecological cancer
» Renal cell carcinoma 204
Highest risk tumour types 2
» Lung cancer o . . . ;
» Other tumour types 0 100 200 300 400

o

wN = o

LENT score
— High

— Moderate

o

— Low

HR moderate vs low 1-69 (95% C11-23-2-33),
p=0-0010

HR high vs low 2-59 (95% C1 1-52-4.42),
p<0-0001

Overall survival (%)

Risk categories Total score

Low risk 0-1
Moderate risk 2-4
High risk 5-7

ECOG PS, Eastern Cooperative Oncology Group performance score; LDH, lactate
dehydrogenase; NLR, neutrophil-to-lymphocyte ratio.

Figure 4. Score de LENT : estimation de la survie globale des patients présentant une
pleurésie métastatique en fonction de critéres cliniques et biologiques.

D’apres Clive AO et al. Thorax 2012.



Les critéres utilisés sont le taux pleural de LDH, le score de Perfomance Status (PS)
ECOG, le ratio [pourcentage de polynucléaires neutrophiles / lymphocytes pleuraux] et le type
histologique de la tumeur primitive sous-jacente. L’établissement de ce score classe les patients
en risque léger, modéré ou élevé respectivement associé a une médiane de survie globale
estimée de 319, 130 et 44 jours. En pratique, un patient atteint d’un CBP présentant un PS a 3
ou 4 a une médiane de survie estimée extrémement faible, ce qui doit entrer en compte dans la
prise en charge thérapeutique et notamment celle de son EP, dont les objectifs sont de pallier

les principaux symptomes (dyspnée, toux, douleur thoracique) et d’améliorer sa qualité de vie.

1.2.2. Prise en charge thérapeutigue d’un EPM

Le traitement d’'un EPM doit donc prendre en compte le PS du patient, le type de tumeur
et la survie estimée. Les EPM engendrent fréquemment des symptdmes, en particulier une
dyspnée dont 1’origine peut étre poly-factorielle et qui n’est pas toujours corrélée a la taille de
I’EP mais peut étre due a des modifications de conformation de la cage thoracique, d’une
dysfonction diaphragmatique associée ou des causes extra-pleurales (9). Un patient présentant
un EPM récidivant doit étre systématiquement et rigoureusement évalué afin de déterminer la
cause exacte de sa dyspnée dans le but d’optimiser sa prise en charge, en étant le moins invasif
possible. La premiere étape doit étre une ponction pleurale / thoracentése qui doit toujours étre
réalisée chez un patient dyspnéique présentant un EPM. Elle permet notamment d’évaluer
I’amélioration des symptomes aprés ponction et de s’assurer de la ré-expansion pulmonaire
sous-jacente afin de ne pas méconnaitre un poumon trappé ou entrappé (5). En cas d’EPM
récidivant symptomatique, la prise en charge peut étre ambulatoire par des drainages répétés ou
par la réalisation d’une symphyse pleurale (pleurodése) afin de prévenir ’accumulation de
fluide en oblitérant la cavité pleurale. La pleurodese peut étre effectuée de fagcon mécanique au
cours d’une chirurgie thoracique par une abrasion pleurale ou une pleurectomie partielle, ou par
I’administration intra-pleurale d’un agent irritant comme le talc, I’iodopovidone, le silver nitrate
ou des agents anti-microbiens (10) qui sont instillés par un drain thoracique ou sous contréle de
la vue durant une thoracoscopie,. De plus, des études récentes ont mis en évidence un taux de
pleurodése spontanée significatif apres 1’insertion de cathéter pleural tunnélisé (CPT), pouvant

atteindre entre 30 et 45% selon les études (11).



Pleurodése chimique :

Le talc est I'agent sclérosant le plus efficace selon les dernieres recommandations de la
British Thoracic Society. Il peut étre administré dans la cavité pleurale sous forme de
suspension avec une solution saline via un drain thoracique (talc slurry -TS), ou insufflé dans

la cavité pleurale sous contréle de la vue pendant une thoracoscopie (talc poudrage-TP,

figure 5).

Figure 5. Talc Poudrage : instillation de talc dans la cavité pleurale sous contrdle de la
vue permettant une répartition diffuse et uniforme du talc (particules blanches).

D’apres Astoul P. Thoracoscopy by Pulmonologists . A didactic approach.

La comparaison des différents agents sclérosants (talc, bléomycine, doxycycline, tétracycline...)
est difficile en raison de l'absence d’essais randomisés et des différents criteres utilisés pour
définir le succes de la pleurodese. Récemment, une revue cochrane a analysé 41 études évaluant
16 méthodes de pleurodése différentes, incluant 2 345 patients issus d'essais controlés
randomisés (12). Dans cette revue, le TP était la méthode la plus efficace pour obtenir une
pleurodése. En comparaison directe, tous les autres agents étaient moins efficaces. Par exemple,
le TP était plus efficace que la doxycycline, la mitoxantrone, la mustine, la bléomycine, la
tétracycline ou le placebo. De plus, le TP était plus efficace que le TS, mais sans que cette
différence ne soit statistiquement significative. Le TP devrait étre la premiere option et le TS
réalisée en cas de contre-indication a une thoracoscopie, qui offre certains avantages comme la
visualisation et le drainage de la cavité pleurale, I'obtention de biopsies pleurales ciblées (figure

6) et la réalisation dans le méme temps d’une pleurodése.



Figure 6. Thoracoscopie médicale : nodules tumoraux au sein de la plévre pariétale
postérieure.

D apreés Astoul P. Thoracoscopy by Pulmonologists . A didactic approach.

L'efficacité de la pleurodese par TP semble varier selon le type histologique de la tumeur
primitive. En effet, le CBP et le mésothéliome pleural malin sont associés a des taux de
pleurodése significativement inférieurs a ceux observés dans les métastases de cancer du sein
(13,14). De plus, la « charge tumorale pleurale », correspondant au degré d’envahissement
tumoral pleural, est inversement proportionnelle au succes de la pleurodése (13). En ce qui
concerne la comparaison directe entre TP ou TS, la littérature ne fait pas état de différences
significatives en termes de pleurodése, bien que quelques études ont rapporté la supériorité du
TP chez des patients atteints de CBP et de cancer du sein (15,16). L ’essai randomisé TAPPS,
qui compare I’efficacité & 3 mois d’une pleurodése par TP ou TS au travers d’un drain thoracique

de petit calibre permettra de répondre a cette question (17).

Cathéter Pleural Tunnélisé (CPT):

L’utilisation du CPT est également devenue une méthode alternative pour controler les
symptomes des patients présentant un EPM. Il peut étre utilisé pour les patients présentant un
poumon trappé, ou lorsque la pleurodéese chimique n'est pas recommandée ou a échoué. Ce sont
des tubes de silicone de 15 a 16 G de diamétre, placés sous anesthésie locale dans la cavité
pleurale et tunnelisés par voie sous-cutanée, avec une valve a sens unique a leur extrémité
distale (figure 7). lls permettent un drainage ambulatoire du liquide pleural dans des bouteilles
sous vide (figure 7), effectué par des infirmiers a domicile ou des membres de la famille formés
au préalable, en fonction des symptdmes du patient. Ils sont associés a un faible nombre d’effets

secondaires et sont bien tolérés par les patients.
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Figure 7.
A) Catheter Pleural Tunnélisé (pleurX).

B) Systéme de recueil sous vide du liquide pleural.

Initialement, le CPT visait & drainer I'épanchement pleural afin de maintenir une
expansion pulmonaire adéquate. Cependant, un nombre conséquent de patients traités par un
CPT peuvent également présenter une pleurodese spontanée (PS), dont le mécanisme est encore
méconnu (symphyse de la cavité pleurale ou arrét de la production de liquide pleural). Un critére
couramment utilisé pour définir une PS et autoriser le retrait du cathéter pleural est la vidange
de moins de 50 ml de liquide pleural lors de trois tentatives de drainage consécutives (18).
Tremblay et collaborateurs (19) ont rapporté des taux de PS de 43% dans un délai médian de
59 jours dans une étude rétrospective mono centrique incluant 250 patients ayant bénéficié d’un
CPT pour la prise en charge d’un EPM. De plus, la PS était associée a une survie plus longue
(254 jours vs 74 jours). Dans une autre série rétrospective (18), lI'incidence de la PS et le retrait
du cathéter dans les groupes cancer du sein (69,6%) et gynécologique (72,5%) Eétait
significativement plus élevée que dans le cancer du poumon (43,9%) et d'autre groupes de
cancer (23,9%). La PS et le retrait du cathéter étaient également associés au pourcentage de
cellules tumorales présentes dans I’EP, une expansion compléte du poumon sous-jacent et a

I'absence d'antécedents d'irradiation de la paroi thoracique.
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Au cours des 5 derniéres années, peu d'essais cliniques randomisés ont étudié I'efficacité
du CPT dans la prise en charge des EPM. L'essai TIME2 a comparé I'efficacité du CPT et du
TS pour I’obtention d’une pleurodése (20). La dyspnée et la qualité de vie étaient améliorées
dans les deux groupes, sans différence significative, mais la durée de I'nospitalisation initiale
était plus courte dans le groupe CPT. L'étude randomisée multicentrique et multinationale
AMPLE (21) a récemment évalué le CPT et le TS en termes de nombre total de jours
d'hospitalisation et de jours d'hospitalisation liés a I'épanchement pleural (PE) sur une période
de 12 mois. Dans cette étude de « vraie vie », le CPT était associé a un nombre total
d'hospitalisations inférieur au TS. Ces deux essais contrdlés randomisés ne montraient aucune
différence entre CPT et TS en termes d'efficacité, méme si le CPT était associé a une

hospitalisation plus courte.

Il s’agit d’une alternative supplémentaire et si nous considérons le CPT comme un
nouvel outil pour obtenir une pleurodese, son utilisation devrait étre considérée en deuxieme
ligne thérapeutique pour les patients qui ne sont pas considérés comme de bons candidats pour
une thoracoscopie avec une pleurodése chimique ou présentant un poumon trappé. Tremblay a
montré que la pleurodese spontanée apres insertion d’'un CPT était associée a une survie plus
longue. Si la pleurodese est associée a une augmentation de la survie, la réalisation d’'un TP
devrait étre la premiére étape pour obtenir une pleurodése, en raison du taux de réussite plus

important, avec des effets secondaires associés faibles.

Cependant, la prise en charge des EPM reste une solution palliative qui a comme
principal objectif d’améliorer la qualité de vie des patients. Malgré les nombreuses avancées
thérapeutiques dans la prise en charge oncologique des patients, le pronostic d’'un CBP
métastatique reste encore trop péjoratif, en raison du fort potentiel métastatique qui le

caractérise.
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1.3 Les lamines : synthése, fonctions, expression en cancérologie

1.3.1. Organisation du noyau

Dans le noyau de la cellule eucaryote, le nucléoplasme est séparé du cytosol par
I’enveloppe nucléaire. Le nucléoplasme est composé de la chromatine, de compartiments
fonctionnels tels que le nucléole, et de la matrice nucléaire, également appelée nucléosquelette
(figure 8).

L'enveloppe nucléaire est constituée de citernes de reticulum endoplasmique. Elle comprend

une membrane nucléaire interne (MNI) et externe (MNE), et est interrompue par des pores

nucléaires impliqués dans les échanges nucléocytoplasmiques.

La matrice nucléaire correspond a I’ensemble du matériel restant dans le nucléoplasme apres

action de divers traitements biochimiques qui enlévent une partie de I’ADN, les ARN et les
protéines solubles qui leurs sont associées. Elle comporte schématiquement trois types de
constituants : 1) les lamines, 2) les autres constituants fibreux du nucléosquelette, 3) des
molécules, enzymes et autres protéines, insolubles, qui restent dans le nucléoplasme malgré le
traitement de préparation de la matrice. La lamina nucléaire correspond a une région de la
matrice nucléaire au contact de I’enveloppe nucléaire sur sa face nucléoplasmique et est

principalement composée de lamines.

Enveloppe nucléaire

chromatine nucléole

Détergents
Tampons d’extraction
DNase, Rnase ...

\ g
Molécules
« solubilisées » kel
corbeille de ADN, ARN, protéines... cytosol intermédiaires
cytosol filaments | Nes el
intermédiaires e,
m €liminées

Figure 8. Visualisation de la matrice nucléaire a partir du noyau d‘une cellule eucaryote.
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1.3.2. Synthése et maturation des lamine

Les lamines sont des filaments intermédiaires de type V d’expression nucléaire et sont
divisées en deux types : les lamines de type A et de type B. Deux isoformes principales des
lamines de type A (lamine A et lamine C, appelées lamines A/C) et deux isoformes minoritaires
(lamine A delta 10 et lamine C2) résultent de I'épissage alternatif du gene LMNA (22,23). Les
lamines de type B sont codées par deux génes, le gene LMNB1 pour la lamine B1 et LMNB2
pour les lamines B2 et B3 (24).

La lamine A et les lamines B sont initialement synthétisées sous la forme de précurseurs
cytosoliques appelés « prélamines » et subissent respectivement quatre ou trois étapes de
modifications post-traductionnelles. La localisation finale des lamines au sein du noyau dépend

de ces modifications post-traductionnelles.

La 1% étape de maturation post-traductionnelle implique la séquence consensus CaaX
(Cystéine — 2 acides aminés aliphatiques — acide aminé indifférent) en région C-terminale. Une
farnésyltransférase ajoute un groupement farnésyl sur la cystéine. Ce groupement hydrophobe
a 15 atomes de carbone ancre la protéine a la face cytosolique de la membrane du réticulum
endoplasmique ou de I'enveloppe nucléaire. Au cours de I'étape suivante, la protéase FACE1 /
ZMPSTE24 (pour la lamine A) ou FACE2 / Rcel (pour les lamines B) supprime les trois
derniers acides aminés (sequence aaX). Ensuite, la cystéine farnésylée est méthylée par une
isoprenylcystéine carboxyméthyl transférase (ICMT). A ce stade, les lamines de type B sont
matures et restent farnésylées et carboxyméthylées. Elles sont ensuite importées dans le
nucléoplasme et sont localisées dans la lamina nucléaire, ancrée a la MNI. Contrairement aux
prélamines de type B, la prélamine A subit un clivage protéolytique supplémentaire
spécifiqguement réalisé par FACEL / ZMPSTE?24, qui retire les 15 derniers résidus, y compris
la cystéine farnésylée et carboxyméthylée. Cette élimination génére une lamine A mature
soluble, qui est importée dans le nucléoplasme et est localisée a la fois dans la lamina nucléaire
et dans le reste de la matrice nucléaire (25,26). La lamine C, dépourvue de la séquence de
prénylation CaaX, est directement synthétisée sous une forme mature soluble et partage la

méme localisation nucléaire que la lamine A (figure 9).

Les lamines sont produites sous forme de monomeres qui comprennent trois domaines
principaux : un domaine N-terminal court, un domaine central et un domaine C-terminal de
type « immunoglobuline like » qui comprend le signal de localisation nucléaire (NLS) (27,28).

Ces monomeres vont se polymériser pour former les filaments de lamines : 1/ deux monomeres
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vont s’associer via leur domaine central pour former un dimere ; 2/ deux dimeres vont
s’assembler en téte a queue et avec décalage pour former un tétrameére ; 3/ les tétrameres mis
bout a bout s’organisent en protofilament ; 4/ huit protofilaments formeront un filament

intermédiaire de lamines.

Wild type LMNA
FACE1/ZMPSTE24
cleay?ge site Pre-mRNA
7 1BE 0 b aum L
Lamin C Lamin A Y Spliced
plice
ENBEEERE: ok K |2]3[4|5|6[7 mRNA

Post-translational maturatr’on

1. Farnesylailon (FTase) i

i 2. 1# cleavage of 3 last amino acids Protein
No maturation (FACE1/ZMPSTE24 or FACE2/Rce1) i)

3. Methylation (ICMT)
AR A~ O,

4. 2" cleavage of 15 last amino acids

(FACE1/ZMPSTE24)
LV o @ S e éﬁ
Lamin C Lamin A

Figure 9. Biosynthese des lamines A et C, de I’ARN messager a la protéine en condition
physiologique.

D’aprés Cau P et al. Seminars in Cell & Developmental Biology, 2014.

1.3.3. Localisation et expression des lamines

Les lamines ont une localisation exclusivement nucléaire et leur localisation au sein du
noyau depend de leur maturation post-traductionnelle. Les lamines A sont solubles et donc

localisées a la fois dans la lamina et le reste du nucléoplasme.

Contrairement aux lamines de type A, les lamines B sont localisées uniquement au sein
de la lamina, en raison de la persistance, dans leur forme mature, d’un groupement farnesyl C-

Terminal qui maintient leur ancrage sur la face nucléoplasmique de I’enveloppe nucléaire.
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Les lamines de type B ont une expression ubiquitaire et sont considérées comme
essentielles a la survie cellulaire. A I’inverse, 1'expression des lamines de type A est liée a I'état
de différenciation cellulaire. Elles sont généralement exprimées dans des cellules bien
différenciées a I’exception de quelques types cellulaires, alors que les cellules indifférenciées
ou les cellules embryonnaires ne présentent pas de niveaux détectables de lamines de type A
(29-31). De plus, la proportion de lamines de type A et de type B dans les cellules peut varier

en fonction des tissus, en relation avec leur élasticité (32,33).

1.3.4. Fonctions et rdles des lamines

Les lamines jouent un réle essentiel dans I'organisation nucléaire morphologique et
fonctionnelle. Les lamines sont 1’un des principaux composants de la lamina, qui correspond a
la condensation de lamines au contact de I’enveloppe nucléaire sur sa face nucléoplasmique.
Les lamines conférent une capacité de résistance a la déformabilité cellulaire (34—36). En effet,
au sein de la lamina, les lamines interagissent indirectement avec les autres protéines du
cytosquelette, notamment les filaments d’actine cytosoliques, les protéines SUN a l'intérieur du
complexe LINC (LInker of Nucleoskeleton and Cytoskeleton). A travers ces interactions et
connexions, les propriétés « tensives » de la lamina seraient transmises via le cytosquelette
jusqu’a la membrane plasmique, générant un véritable réseau de signalisation de mécano-
transduction, et conférant un lien final entre le noyau cellulaire et la matrice extra-cellulaire
(35,37).

Les lamines sont également impliquées dans de nombreuses fonctions cellulaires
comme l'organisation de la chromatine, la réplication et la réparation de I'ADN, sa transcription,

la différenciation cellulaire (38—40), I'apoptose et la senescence (41).

1.3.5. La progeria de Hutchinson-Gilford, un exemple de laminopathie génétigue

Les mutations des génes codant pour les lamines ou leurs protéines partenaires sont a
I’origine de maladies regroupées sous le nom de « laminopathies » [http://www.umd.be/
LMNA/] dans lesquelles certaines d'entre elles sont caractérisées par un vieillissement
prématuré (42). A titre d'exemple, la progeria de Hutchinson-Gilford (HGPS), dont la mutation
responsable de la pathologie a été décrite pour la premiéere fois en 2003, est un syndrome de
vieillissement prématuré dont la forme typique est secondaire a la mutation p.G608G dans
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I'exon 11 du géne LMNA (43). Cette mutation conduit & une délétion de 50 acides aminés sur la
prélamine A, incluant le site de clivage de la protéase FACE1 / ZMPSTE?24, qui aboutit a la
persistance anormale d'une cystéine farnésylée C-terminale a la fin de 1’étape de maturation
(43,44) (figure 10). Cette protéine anormale, appelée « progérine », reste ainsi ancrée dans la
MNI, générant des anomalies nucléaires et des dysfonctionnements nucléaires sévéres
conduisant a une sénescence prématurée. Les patients meurent prématurément (age moyen 14,6
ans) de complications cardiovasculaires (45). Alors que d'autres maladies de vieillissement
prématuré présentent une prédisposition au cancer basée sur la dysfonction de leurs systémes
de réparation de I'ADN (syndrome de bloom / xeroderma pigmentusom), les patients HGPS ne
présentent pas de telles susceptibilités (42). En outre, Fernandez et collaborateurs ont
récemment identifié une fonction de protection tumorale de BRD4 en étudiant le modéle HGPS
(46). Ainsi, lI'accumulation d'une prélamine A tronquée, anormale, persistante et farnésylée,

associée a d'autres facteurs, pourrait empécher le développement oncogénique chez ces patients.
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Figure 10. Synthése d’une prélamine A anormale farnésylée (progérine) restant ancrée a
I’enveloppe nucléaire dans la Progeria de Hutchinson-Gilford.

D’apres Cau P et al. Seminars in Cell & Developmental Biology, 2014
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1.3.6. Expression en cancérologie

Les anomalies morphologiques nucléaires (forme et taille irrégulieres, chromatine
irréguliére, nucléoles proéminents...), qui sont observées dans les cellules carcinomateuses
(47,48), font partie des critéeres diagnostiques cytologiques de malignité. Ces anomalies
nucléaires sont probablement la cause ou la conséquence de modifications au niveau des

protéines entrant dans la constitution de la matrice nucléaire et / ou de I'enveloppe nucléaire.

In vivo, plusieurs études ont suggéré que les lamines étaient impliquées dans le
développement et la progression de cancers. Peu d'études ont mis en évidence une variation
d’expression des lamines de type B. En revanche, plusieurs ont suggeré que les lamines de type
A sont impliquées dans le développement et la progression tumorales (Tableau 2). Des
variations de localisation ou de niveau d'expression de la lamine A et/ou C ont été rapportées
dans plusieurs types histologiques (49). Comme décrit dans le tableau 2, une diminution de
I'expression des lamines de type A a été mise en évidence dans les cancers du sein, de la
prostate, colo-rectaux, de I'ovaire, gastrique ou de I'endomeétre, associée a un mauvais pronostic,
entrainant une diminution de la survie globale, une augmentation des sites métastatiques ou une
récidive de la maladie plus importante (50-53). A I’inverse, certaines études ont identifié un
lien entre l'augmentation de I'expression des lamines de type A et la progression du cancer
colorectal, prostatique et ovarien (54,55). Dans ces cancers, I’augmentation de I'expression des
lamines de type A était associée a des tumeurs de stade supérieur ou a une diminution de la
survie globale (tableau 2). Ces résultats montrent que le role des lamines A et C dépend
probablement du contexte et du type de cancer sous-jacent, et nécessite d'autres etudes pour
identifier leur role dans la progression carcinologique, en fonction du type histologique, du

profil mutationnel et du stade de la maladie sous-jacente.
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Tableau 2. Expression des lamines de type A selon le type tumoral et lien avec le

pronostic de la maladie.

D’apres Guinde J et al. Cells 2018.

Expression des

Cancer . Pronostic Références
lamines A
o . . . . Wu et al,, J Exp Clin
Carcinome Diminution Diminution de la survie globale Cancer Res 2009
gastrique
Localisation cytoplasmique / Moss et al., Gut 1999
Carcinome . - . Capo-Chichi et al.,
. Diminution Diminution de la survie globale apotue & 2
mammaire Chin J Cancer 2011
. , , Wangetal, J
Augmentation Stade tumoral plus élevé Proteome Res 2009
. Diminution de la survie globale
Carcinome
ovarien

Diminution isolée de lamine A

Augmentation du nombre de sites
métastatiques

Gong et al., Pathol
Res Pract 2015

Carcinome de

Diminution isolée de lamine A

Stade tumoral plus élevé

Cicchillitti et al.,

I’endométre Oncotarget 2017
. Kong et al.,
, . Augmentatlon / Carcinogenesis 2012
Adénocarcinome
de prostate o Augmentation du nombre de Saarinen et al., PloS
Diminution , . .
métastases ganglionnaires One 2015
Willis et al., PloS
. Augmentation Diminution de la survie globale ’
Carcinome colo- & & One 2008
rectal
Diminution Augmentation de la récidive tumorale  Beltetal, EJC 2011
Broers et al., Adv
Exp Med Biol 2014
Cancer
. N .. . Broers etal., Am]
bronchique a Diminution / Pathol 1993
petites cellules
Kaufmann et al.,
Cancer Res 1991
. . . Broers et al., Adv
Localisation cytoplasmique /

Adénocarcinome
broncho-
pulmonaire

Exp Med Biol 2014

Diminution isolée de lamine

Augmentation du nombre de sites

A métastatiques

Performans status plus élevé

Kaspi et al., PloS
One 2017
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2. Expression des lamines dans les tissus pulmonaires normaux et cancéreux

Seules quelques études ont été consacrees a I'expression des lamines dans I'épithélium
respiratoire normal (cellules bronchiques et/ou alvéolaires) et dans le CBP. Dans le tissu
pulmonaire normal, I'expression des lamines A/C n'est observée que dans un sous-type de
cellules et dépend du stade de différenciation de chaque cellule. Dans le CBP, une large
variation d’expression et de localisation des lamines de type A a été décrite, sans établir de lien

clair avec le pronostic.

2.1 Expression des lamines dans le tissu pulmonaire normal

En 1997 et 2014, Broers et collaborateurs (41,56) ont étudié I'expression des lamines a
partir de tissus pulmonaires humains normaux. L'expression des lamines de type A et B a été
étudiée par immunomarquage en utilisant un panel d'anticorps spécifiques pour chaque sous-
type de lamines. L'expression des lamines de type A était importante dans les cellules
épithéliales bien différenciées, puisque leur expression a été observée au niveau de 1’épithélium
bronchique par les cellules bronchiques bien différenciées, et dans les pneumocytes,
contrairement aux cellules basales de 1’épithélium bronchique. Ces résultats sont cohérents avec
la littérature, les lamines de type A étant faiblement exprimées dans les cellules non ou peu

différenciées.

De plus, les auteurs ont observé que la lamine B2 était exprimée par toutes les cellules
de I’épithélium bronchique (différenciées et basales) ainsi que par les pneumocytes, tandis que
I'expression de la lamine B1 était limitée aux cellules bronchiques basales et n'était pas détectée
dans les cellules bronchiques différenciées. Une expression hétérogéne a été observée dans les

pneumocytes.

2.2 Expression des lamines dans le cancer broncho-pulmonaire
Dans le CBP, seules quelques études se sont intéressees a I'expression des lamines A, C
et B1 dans des lignées cellulaires et des tissus humains. Dans les années 1990, les équipes de
Kaufmann et Broers (57,58) ont montré que les lamines de type A étaient exprimées dans les
ligneées cellulaires de CBNPC, mais absentes ou tres faiblement exprimées dans les lignées

cellulaires de cancer bronchique a petites cellules (CBPC). A D’inverse, aucune variation
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d’expression de la lamine B1 n’a été observée entre les différents types de lignées cellulaires.
Dans I'étude de Kaufmann (57), les taux de lamines A et C étaient inférieurs de plus de 80%
dans les lignées cellulaires de CBPC par rapport aux lignées cellulaires de CBNPC ; ces
résultats ont été mis en évidence en utilisant des techniques de Northern blot et western blot.
De plus, apres transfection de I'oncogéne v-ras dans une lignée cellulaire de CBPC (lignée NCI-
H429) qui modifie le phénotype des cellules de CBPC en CBNPC, une augmentation de plus
de 10 fois des taux de lamines A et C, associée a des quantités plus élevées de leurs ARNm,
étaient observées. En revanche, des niveaux similaires de lamines B étaient retrouvés
indépendamment de 1’état de transfection par cet oncogéne. En 1993, I’équipe de Broers (58) a
confirmé ces résultats dans 22 lignées cellulaires de CBP humain en utilisant des techniques
immunocytochimiques, d’immunoblot et de Northern Blot. Les lamines A et C n'étaient pas ou
partiellement exprimées dans 14 lignées cellulaires sur 16 de CBPC, alors qu’elles 1’étaient
dans toutes les lignées de CBNPC. Ils ont également montré que les lamines de type B étaient
exprimées dans toutes les lignées de CBPC et CBNPC. De plus, l'analyse de 46 biopsies
congelées de CBP a corroboré ces résultats : aucune ou tres faible expression des lamines A et
C dans 87% des cas de CBPC (13/15), contrairement a I'adénocarcinome et au carcinome
épidermoide, dans lesquels les lamines A et C étaient systématiquement exprimées. De plus,
une localisation anormale cytoplasmique et non nucléaire des lamines de type A a été décrite
dans plusieurs échantillons d'adénocarcinome bronchique (41) (figure 11). Cette localisation
aberrante des lamines de type A a également été rapportée dans certains cancers du c6lon, de
I'estomac et du pancréas. En revanche, aucune variation d’expression des lamines B n’était

décrite dans les tissus de CBPC et de CBNPC.
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Figure 11. Perte d'expression des lamines A dans le carcinome a petites cellules
comparativement au carcinome épidermoide.
Localisation anormale cytoplasmique dans I'adénocarcinome broncho-pulmonaire.

D’apres Broers et al. Advances in Experimental Medicine and Biology, 2014.

Au vu de ces résultats observant une diminution d’expression des lamines de type A
sans modification des lamines de type B, Machiels et collaborateurs (59) ont étudié leur
expression dans trois lignées cellulaires d'adénocarcinome pulmonaire, en utilisant un anticorps
monoclonal reconnaissant a la fois la lamine A et la lamine C (épitope localisé dans la région
protéiqgue commune), et un anticorps reconnaissant spécifiqguement la lamine A, mais pas la
lamine C. Dans une lignée cellulaire (GLC-A1), des agrégats de lamines A ont été observés au
sein du nucléoplasme, alors que la lamina nucléaire présentait seulement un signal faible. De
plus, dans cette lignée cellulaire, les quantités de protéines des lamines A et C, ainsi que leurs
ARNmM, étaient plus faibles que dans les autres lignées cellulaires. Par ailleurs, le rapport entre
I’ARNm de la lamine A et celui de la lamine C était de 1/8 contre 1/1 dans les autres lignées

cellulaires. La encore, aucune variation d'expression des lamines de type B n’était observée.

En 2017, notre équipe (Kaspi E et collaborateurs) a analysé I'expression des lamines A,
C et B1 sur des cellules d'adénocarcinome bronchique issues d'épanchements pleuraux
métastatiques (60). Une forte diminution d’expression la lamine A sans modification de la
lamine C a été observée dans un groupe de patients. Le rapport d’expression des lamines de
type A [ratio = Lamin A/ (Lamine A + Lamine C)] établi par Western Blot a permis de classer

les patients selon I'expression de la lamine A. Ce rapport était jusque 10 fois plus faible pour
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environ un tiers des patients qui étaient donc considérés comme présentant une faible
expression de la lamine A (groupe « Low »). Concernant lI'autre groupe de patients, I'expression
de la lamine A a été considérée comme conservée (groupe « High ») (figure 12). Aucune

variation d’expression des lamines B1 et C n'a ét¢ observée entre les deux groupes.

Fibroblaste
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Figure 12. Expression en Western Blot des lamines A et C par les cellules d’adénocarcinome
bronchique issues de liquides pleuraux.

A) Mise en évidence d’un groupe de patient présentant une diminution d’expression de la lamine A
(Patients (Pt) 54, 58, 59).

B) Quantification de I’expression de la lamine A selon le Ratio A/(A+C) permettant de classer les
patients en deux groupes selon leur niveau d’expression de la lamine A (Low : diminution
d’expression, High : expression conserveée).

Daprées Kaspi E et al. PLoS ONE 2017.
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Dans cette méme étude, I’expression de la lamine A par cytométrie en flux était corrélée

avec la perte de EMA (Epithelial Membran Antigen) / MUC1, un marqueur épithélial de

malignité qui est impliqué dans la transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) (61,62). De

plus, contrairement a I'étude de Broers (41), aucune localisation cytoplasmique aberrante des

lamines de type A n'a été observée. L'expression de la lamine A était inversement corrélée avec

le nombre de sites métastatiques ; les patients présentant une faible expression de lamine A

avaient en moyenne un plus grand nombre de sites métastatiques, et I'association de métastases

pleurales, osseuses et pulmonaires était significativement plus fréquente chez ces patients.

Enfin, ces patients avaient également un Performance Status plus élevé que ceux ayant une

expression conservée de Lamine A (figure 13).
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Figure 13. Corrélation entre I’expression de la lamine A avec le nombre de sites

metastatiques et le Performance Status.

A) Le nombre de sites métastatiques est inversement corréelé a I'expression de la lamine A.

B) L’association de métastases osseuses et pulmonaires est plus fréqguemment observée chez
les patients perdant I’expression de la lamine A.

D’apreés Kaspi E et al. PLoS ONE 2017.
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De plus, une faible expression de la lamine A (groupe Low) était associée a une survie
globale significativement plus faible, avec une médiane de survie de 3 mois pour le groupe
« Low » contre 11 mois pour le groupe « High » (données non publiées). Des expériences
complémentaires de notre équipe qui ne sont pas encore publiées ont mis en évidence que la
diminution de I’expression de la lamine A était corrélée a celle de I’E-Cadhérine. En effet, 90%
des patients présentant une expression conservée en lamine A avaient une expression de I’E-
Cadhérine détectable en Western Blot, contre seulement 20% pour les patients n’exprimant pas
la lamine A. Nous avons ensuite observé sur un échantillon de 19 patients testés par cytométrie
en flux, que les cellules cancéreuses exprimant la lamine A étaient majoritairement positives
pour ’EMA et I’E-cadhérine [66% des cellules lamine A+ étaient EMA+ ou E-cadhérine+,
(p=0,0002)], et inversement, les cellules négatives pour la lamine A perdaient I’expression de
I’EMA et I’E-cadhérine [84 et 79% des cellules lamine A- étaient E-cadh- ou EMA-,
respectivement, (p<0,0001)], confirmant ainsi les résultats obtenus en WB.

Nous avions donc proposé que la faible expression de la lamine A sans modification de
la lamine C dans les cellules d’adénocarcinome bronchique issues d’épanchements pleuraux
métastatiques représente un facteur pronostic péjoratif, potentiellement associé au processus
métastatique. A notre connaissance, ce travail est le premier a étudier I'expression des lamines
A, C et B1 en tant que biomarqueurs potentiels dans les cellules d'adénocarcinome bronchique
issues d’épanchement pleuraux métastatiques. Néanmoins, les mécanismes moléculaires reliant
une expression réduite de la lamine A a un potentiel métastatique accru dans I'adénocarcinome

pulmonaire restent inconnu.

Ces données suggerent donc un réle préférentiel des lamines de type A dans le
développement et la progression du CBP, notamment de la lamine A qui semble étre un acteur

principal contrairement a la lamine C.
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2.3 Lien potentiel entre la perte d’expression des lamines de type A, la déformabilité
nucléaire et le processus métastatique

Les facteurs responsables des différences d’expression des lamines et des conséquences
associées au processus métastatique sont encore mal compris. Dans la lamina, les lamines
interagissent indirectement avec d'autres protéines du cytosquelette, en particulier les
microfilaments d'actine. Grace a ces différentes interactions et connexions, les propriétés
« tensives » de la lamina seraient transmises via le cytosquelette jusqu'a la membrane
plasmique, conférant un lien final entre le noyau de la cellule et la matrice extracellulaire, via
un mécanisme de transduction mécanique (63). Le noyau étant responsable des principales
propriétés de résistance mécanique de la cellule, une diminution de sa rigidité serait a lI'origine

d'une perte des mécanismes de résistance de I’ensemble de la cellule (64).

Plusieurs publications ont souligné le role des lamines de type A dans la déformabilité
et la rigidité du noyau, montrant qu'une diminution de I'expression des lamines de type A était
associée a des changements nucléaires, tels qu'une augmentation de sa déformabilité et une
diminution de ses capacités de résistance (65,66). Pajerowski et collaborateurs (67) ont observé
une déformabilité nucléaire plus élevée dans les cellules souches embryonnaires qui
n’expriment pas les lamines de type A, a I’inverse de cellules différenciées qui expriment ces
protéines. Plus récemment, Davidson et collaborateurs (65) ont développé un nouveau dispositif
par technique microfluidique, permettant de montrer que des fibroblastes, pour lesquels
I’expression de la lamine A a été inhibée, présentaient une déformabilité nucléaire accrue par
rapport a des fibroblastes de type sauvage. Lammerding a ensuite démontré que les fibroblastes
embryonnaires de souris dépourvus a la fois des lamines A et C, seulement de la lamine A, ou
seulement de la lamine B1, présentaient respectivement une rigidité nucléaire séverement
réduite, Iégerement réduite et normale, par rapport aux cellules de type sauvage (36). Ces
conséquences de lI'absence de lamines A et C sont également illustrées au niveau physiologique
par la déformabilité importante des polynucléaires neutrophiles, cellules hématopoiétiques
hautement différenciées ayant un noyau multilobé qui n'exprime pas les lamines de type A.

Leur déformabilité nucléaire leur permet ainsi de migrer au travers de capillaires étroits (66).

Durant le processus d’invasion, les cellules cancéreuses produisent différents facteurs
de croissance, des facteurs angiogéniques, des métalloprotéases matricielles, et doivent acquérir
une mobilité et une déformabilité pour migrer au sein d’une matrice extracellulaire a travers
d’espaces plus petits que la taille de leur noyau. Pour disséminer vers d'autres organes, les

cellules doivent donc se déformer afin de migrer a travers de tres petits espaces et rejoindre la
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circulation sanguine et/ou lymphatique. Or, la déformabilité cellulaire dépend fortement de
celle du noyau, qui est I’organelle le plus grand et le plus rigide. Comme décrit précédemment,
cette déformabilité nucléaire est largement déterminée par I'expression des lamines de type A
et leur perte d’expression confere aux cellules cancéreuses une déformabilité supérieure, ce qui
pourrait faciliter la migration tumorale au travers des tissus et favoriserait donc le processus

métastatique (68).
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Figure 14. Compliance nucléaire de cellules souches, fibroblastes et cellules
d'adénocarcinome bronchique (lignée A549) en fonction de I’expression des lamines de
type A.

D’apres Pajerowski et al. Proc Natl Acad Sci USA 2007.

Dans le CBP, des résultats cohérents ont été obtenus. Pajerowski (67) a démontré que
la perte des lamines de type A dans une lignée cellulaire d'adénocarcinome bronchique (A549)
augmentait leur déformabilité nucléaire par rapport aux cellules A549 exprimant ces lamines.
De plus, le « knockdown » des lamines de type A dans les cellules A549 induisait une
compliance et une déformabilité similaires a celles des cellules souches hématopoiétiques
adultes (figure 14).
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Une autre étude a confirmé le lien entre la déformabilité nucléaire et une faible
expression des lamines A et C dans le CBP. En effet, Lu et collaborateurs. (69) ont exposé des
cellules A549 a différentes concentrations d’extrait de thé vert, décrit pour favoriser 1'adhérence
et diminuer la mobilité cellulaire dans ce modéle cellulaire. L'exposition & I'extrait de thé vert
augmentait de plus de 2 fois I'expression des lamines de type A et de leur I'ARNm, avec un

effet dose-dépendant, responsable d’une diminution de la mobilité cellulaire.

Ces résultats démontrent que les lamines de type A sont des facteurs clés impliqués dans
la déformabilité nucléaire, et que la perte isolée de lamine A ou associée a celle de la lamine C,
augmente probablement le potentiel métastatique dans le CBP. A notre connaissance, une seule
étude a fait le lien entre la réduction isolée de I'expression de la lamine A et l'augmentation du
potentiel métastatique chez les patients atteints d'adénocarcinome pulmonaire métastatique
(60). Cependant, les lamines A et C sont codées par le méme gene (LMNA) et leur synthése
résulte d'un épissage alternatif qui produit deux ARNm principaux, le transcrit de la prélamine
A et le transcrit de la lamine C. La diminution isolée de I'expression de la lamine A pourrait
donc étre la conséquence d'une régulation via des facteurs d'épissage ou par des microARN

(miARN) au niveau post-transcriptionnel.

3. Mécanismes potentiels de régulation des lamines de type A dans le cancer
broncho-pulmonaire impliquant miR-9

3.1. MicroARNs

Les microARNs (également appelés miARNS ou miRs) sont une classe d’ARNs non-
codants décrits pour la premiere fois en 1993 chez C. elegans (70). Ils sont depuis reconnus
comme étant des acteurs majeurs de la régulation de 1’expression génique. Ce sont des petits
ARNSs de 19 a 22 nucléotides qui ciblent les ARNm en se fixant généralement sur leur région
3’-UTR, entrainant leur dégradation ou I’inhibition de la synthese protéique. La séquence
codant pour un miARN peut étre localisée dans les introns ou les exons d'autres genes, leur
transcription étant alors sous la dépendance du promoteur de ces genes. Les genes codant pour
les miARNSs peuvent aussi étre localisés dans des régions intergéniques sous la dépendance de
promoteurs spécifiques. Lors de la synthése des miARNS, un transcrit primaire composé de plus
de 1kb, appelé « pri-miARN », est initialement produit par transcription utilisant I'ARN

polymerase Il. Le pri-miARN est ensuite clivé par I'enzyme RNase 111 Drosha(71) en un plus
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petit précurseur appelé « pré-miARN », contenant 70 nucléotides organisés en une structure de
type épingle a cheveu. Aprées son exportation dans le cytoplasme au travers des pores nucléaires,
le pré-miARN subit une derniere étape de clivage par I'endonucléase Dicer (72), aboutissant a
la production d'un miARN double brin de 18-25 nucléotides. Un brin est éliminé dans le
complexe RISC (RNA-Induced Silencing Complex). Le second brin, considéré comme le
miARN mature, est alors capable de cibler directement les ARN messagers (ARNm) le plus
fréqguemment par hybridation de sa région « seed », définie par les nucléotides 2 a 7 dans la
région 5 ' des miARN, sur la région 3'UTR (région de transcription non traduite) de I'ARNm
cible par complémentarité. Cette interaction conduit a l'inhibition de sa traduction de I'ARNm
cible ou plus rarement a sa dégradation, en fonction d'une hybridation partielle ou parfaite,
respectivement (73). Un miARN peut se lier a des centaines d’ARNm cibles et inversement,
des miARN différents, partageant la méme séquence « seed » ou presque identiques, peuvent
cibler le méme ARNm (74,75). De plus, les miARN matures peuvent également étre réimportés

dans le noyau, ou ils reconnaissent les promoteurs de genes cibles, et régulent ainsi leur
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3.2. MicroARN et cancer broncho-pulmonaire

En cancérologie, de nombreux miARNs contribuent au développement et a la
progression tumorale, en contrélant par exemple la croissance cellulaire, la différenciation
tissulaire et I'apoptose. Ces miARNs peuvent fonctionner soit comme des suppresseurs de
tumeurs, soit comme des oncogénes, et appartiennent a la famille des « oncomiRs » (77). lls
sont également connus pour réprimer les principaux genes liés au cancer et pourraient étre
considérés comme des outils utiles pour le diagnostic et le pronostic de certains cancers. Enfin,
certains d'entre eux sont méme considérés comme de nouvelles cibles thérapeutiques
conduisant au développement d'études précliniques (78,79). Le tout premier essai de phase |
évaluant I'administration intraveineuse d’'un miARN (miR-34a) a mis en évidence un profil de
toxicité acceptable chez 54 patients atteints d’une tumeur solide métastatique, associé a une

activité anti-tumorale significative chez certains patients (78).

Dans le CBP, plusieurs études descriptives ont analysé le profil d'expression de miARNs
par la tumeur, en comparaison avec le tissu adjacent normal. Pour certains d'entre eux, un lien
entre la dérégulation d’expression de miARN et des voies de signalisation a été établi, en
utilisant des approches in silico (80-82). De plus, les principaux miARNs impliqués dans le

CBP ont été récemment résumés par Uddin et collaborateurs. (83).
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Tableau 3. Principaux miARNs impliqués dans le CBP.

Daprés Uddin et al. J Cell Physiol 2018.

mi-ARNS

Fonctions

Références

miR-21

Surexpression dans le CBNPC, favorisée par I'activation des
voies de signalisation EGFR et RAS.

Impliqué dans la carcinogénese des patients non-fumeurs, avec
activation / amplification EGFR et KRAS. en ciblant des
régulateurs négatifs des voies de signalisation RAS/MEK/ERK
(SPRY1, SPRY2, BTG2 et PDCD4).

Hatley et al. (2010)

miR-128b

Suppresseur de tumeur dont I'expression est régulée a la baisse
dans le CBNPC et qui cible directement 'EGFR.

Weiss et al. (2008)

miR-31

Régulation a la hausse dans des tumeurs primitives de
carcinome épidermoide (modele murin) comparativement au
tissu sain adjacent et. Il agit comme un oncomiR en inhibant
LATS2 et PPP2R2 qui sont des suppresseurs de tumeurs et en
favorisant la division cellulaire.

Gao et al. (2011)

Liu et al. (2010)

miR-101

Régulation a la baisse dans le CBNPC ce qui augmente
I’expression de sa cible MCL-1 et favorise la prolifération
tumorale via une inhibition de I'apoptose. est associée a un
nombre de métastases ganglionnaires plus élevé et une survie
globale plus courte.

Luo et al. (2012)

miR-221 et 222

Régulation a la hausse dans le CBNPC ciblant PTEN et TIMP3
qui sont des suppresseurs de tumeurs.

miR-221 et miR-222 induisent une résistance au TRAIL (TNF-
related apoptosis-inducing ligand) et favorisent la migration
cellulaire en stimulant la voie de signation AKT et des
métallopeptidases.

Garofalo et al. (2009)

miR-191

II cible TIMP3 et favorise la transition-épithélio
mésenchymateuse (EMT) dans le carcinome hépatocellulaire.

He et al. (2011)

miR-200

La famille des miR-200 (miR-141, miR-200a, miR-200b, miR-200c
et miR-429) inhibe 'EMT et est associée a un nombre de
métastases plus faible en ciblant des régulateurs de la
transcription de I'E-Cadhérine comme les protéines ZEB. Dans le
CBP, plusieurs études ont mis en évidence des résultats
contradictoires quant a leur régulation a la hausse ou a la baisse.

Miko et al. (2009)

miR-140

Régulation a la hausse dans des lignées cellulaires de CBPNC et
de CPC ot il inhibe I'expression de I’"E-Cadhérine.

Du et al. (2010)
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Deux publications récentes (70,71) ont identifié un profil d'expression de miARNSs dans
lequel les cing membres de la famille miR-200 (miR-141, miR-200a, miR-200b, miR-200c,
miR-429) étaient régulés a la hausse ou a la baisse dans le CBP, et plus particulierement dans
I'adénocarcinome bronchique. La famille miR-200 joue un rdéle majeur en inhibant le
phénomeéne de transition épithélio-mésenchymateuse (EMT), caractérisée par 1’acquisition de
marqueurs mésenchymateux (N-Cadhérine, Vimentine...) et la perte de marqueurs de
différenciation épithéliale, comme I'E-cadhérine (74,75). L’EMT augmente la mobilité et
I'invasion cellulaires, et est également associée a un nombre de métastases plus important et un
mauvais pronostic (75-78). Ainsi, les miR-200 a/ b / ¢ sont considérés comme des suppresseurs
de tumeur en réprimant la traduction de 'ARNmM des facteurs de régulation de la transcription
ZEBI1 et ZEB2, qui ont pour fonction d’inhiber l'expression de I’E-cadhérine (79). Tian et
collaborateurs. (71) ont décrit une surexpression de ces miARNSs dans des tumeurs primitives
d’adénocarcinome broncho-pulmonaire. Néanmoins, cette étude s'est concentrée sur des
patients présentant un cancer localisé, sans aucun lien avec le potentiel métastatique.
Concernant miR-429, sa surexpression dans des lignées cellulaires d'adénocarcinome broncho-
pulmonaire était associée a une prolifération cellulaire et un nombre de métastases plus

important (80).

De plus, des microARNSs circulants issus de biopsies liquides ont été proposés comme
outils diagnostiques et / ou pronostiques dans le CBP (81). Parmi eux, des taux sériques élevés
de miR-141, miR-200b et miR-429 ont été proposes comme biomarqueurs potentiels permettant
un diagnostic précoce de CBP (82,83), méme si leur surexpression sanguine pourrait ne pas étre

« poumon-spécifique », étant également rapportée dans d'autres cancers.

3.3. miR-9 et cancer broncho-pulmonaire
Le miR-9-5p mature (miR-9) est codé par trois genes, miR-9-1, miR-9-2 et miR-9-3
respectivement localisés sur les chromosomes 1, 5 et 15. miR-9 est impliqué dans la
carcinogeneése et le processus métastatique, soit comme oncogéne, soit comme suppresseur de

tumeur selon les types de cancer (84,85).

Sromek et collaborateurs (86) ont proposé I'expression plasmatique élevée de miR-9
comme biomarqueur potentiel dans le CBNPC. Dans cette étude, des échantillons de plasma
ont été prélevés chez des donneurs sains et chez des patients atteints de CBNPC localisé avant

chirurgie d’exérése, a 1 mois et a 1 an post-chirurgie. Aprées la résection de la tumeur, les
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niveaux de miR-9 avait significativement diminué en dessous du niveau normal. Ainsi, le
niveau plasmatique de miR-9 pourrait refléter la présence de CBNPC et la réponse systémique

apres 1’exérése tumorale.

Dans des lignées cellulaires de CBNPC, plusieurs études ont mis en évidence une
surexpression de miR-9 en utilisant des techniques de microarray miRNA, de RT-gPCR et des
analyses bioinformatiques (87—90). Dans des tumeurs primitives de CBNPC, I'expression de
miR-9 a été décrite comme plus élevée que dans les tissus normaux adjacents (91). Les taux
d’expression de miR-9 étaient proportionnellement associes a la taille de la tumeur primitive,
au nombre de métastases ganglionnaires et au stade TNM (95). En outre, un niveau élevé
d'expression de miR-9 était significativement associé a des survies sans progression et globales

plus courtes.

L’expression de ce miR semble également influencer I'efficacité des thérapeutiques
oncologiques. En effet, une faible expression de miR-9 est associée a une sensibilité accrue a
I'étoposide et au topotécan dans des lignées cellulaires de CBPC (92), alors que sa surexpression
entraine une diminution de l'effet inhibiteur sur la croissance tumorale de I'erlotinib dans des
lignées cellulaires d'adénocarcinome bronchique (93). De plus, I'erlotinib diminue I'expression
de miR-9 de fagon dose-dépendante. Le mécanisme suggeéré est une activation de la méthylation
de I'ADN due & l'erlotinib, conduisant a l'inhibition de la transcription de miR-9-1. La
méthylation de I'ADN est un mécanisme épigénétique survenant au niveau des Tlots CpG dans
le promoteur des genes, responsable d’une inhibition transcriptionnelle. Dans des échantillons
de tumeurs de CBNPC réséqueées, la méthylation des génes miR-9 est fréqguemment observée
(94). Cependant, des résultats contradictoires ont eté décrits concernant le réle pronostique de
la méthylation des génes miR-9 associée a l'inhibition de miR-9 dans le CBNPC (95). La
méthylation de miR-9-3 a été associée a une survie globale plus courte, dans le carcinome
épidermoide broncho-pulmonaire (89), alors que les génes miR-9 méthylés ont été proposés

comme biomarqueurs pronostiques favorables dans le CBNPC.

De plus, plusieurs études ont montré que miR-9 inhibait directement la synthése de I’E-
Cadhérine dans le cancer (carcinome) du sein (96,97), de la prostate (98), de I'cesophage (99),
de I'ovaire (100), du foie (carcinome hépatocellulaire) (101) et du poumon (102). miR-9 cible
CDHI1, I'ARNm de I’E-Cadhérine et inhibe son expression, conduisant a une activation de la
voie de signalisation de la B-caténine, et & une augmentation de la mobilité cellulaire et de

l'invasion tumorale via 1’activation de génes pro-métastatiques. L’E-cadhérine est une
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glycoprotéine transmembranaire calcium-dépendante, qui joue un réle primordial dans le
maintien de la polarité et les jonctions entre cellules épithéliales. En cancérologie, une
diminution d’expression de 1’E-cadhérine favorise le processus métastatique en permettant la
dissociation des cellules carcinomateuses. Une corrélation négative entre la perte d'expression
de I’E-cadhérine par les cellules cancéreuses et la sévérité de la maladie sous-jacente a
également été décrite (103-106). Ces conséquences de la perte d’expression de 1’E-cadhérine
ont été démontrées dans différents modeéles, in vivo et in vitro (107—110). Dans le CBNPC, la
perte d'expression de I’E-Cadhérine dans les tissus tumoraux est associée a une survie globale
plus courte (111,112) et a un nombre de métastases ganglionnaires plus important. De plus,
dans un mod¢le animal d’adénocarcinome bronchique chez des souris dont I’expression de I’E-
cadhérine a été inhibée, une progression accélérée du cancer et une diminution de la survie ont
été observées, associées a un nombre plus important de sites métastatiques et in vitro, a une

migration élevée des cellules d’adénocarcinome derivées de ce modele (113).

miR-9 est également connu pour réguler négativement I'expression de MALAT-1
(Metastasis Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1) (114). 1l inhibe son expression en
se fixant directement sur deux sites de liaison dans la séquence MALAT-1, conduisant a une
dégradation de MALAT-1 dans le noyau. MALAT-1 est un ARN nucléaire non-codant de 7 kb,
surexprimé dans lI'adénocarcinome bronchique et autres CBPNC(115-118). Il est associé a un
nombre plus important de métastases dans le CBNPC et est reconnu comme un marqueur de
mauvais pronostique concernant la survie dans I'adénocarcinome pulmonaire (115). En effet,
MALAT-1 cible les génes associés a la croissance tumorale et la migration cellulaire (116,119).
Il favoriserait également 1’apparition de métastases cérébrales par induction du phénomeéne
d’EMT (117). De plus, toutes ces études concernant les expressions de miR-9 et MALAT-1 ont
été réalisees sur diverses lignées cellulaires cancéreuses ou tumeurs primitives obtenues chez
des patients atteints d'un CBNPC de stade I-111. Aucune étude n'a été réalisée sur des cellules
métastatiques provenant de patients atteints d'adénocarcinome pulmonaire de stade V. De plus,
MALAT-1 peut étre utilisé comme biomarqueur sérique, son expression sanguine étant

augmentée chez des patients atteints d’un CBNPC comparativement a des patients sains (118).

34



3.4. miR-9 et lamines de type A

Deux publications ont montré que miR-9 est fortement exprimé de maniére
physiologique dans les cellules nerveuses humaines, dans lesquelles il inhibe spécifiquement
I'expression de la lamine A, mais pas de la lamine C, en ciblant directement 'ARNm de la
prélamine A (120,121). Chez les patients atteints de Progeria, ce mécanisme prévient
I'expression de la progérine (prélamine A farnésylée anormale) dans le tissu neural. Ce
phénomene explique le développement cognitif normal de ces patients, alors que la plupart des
autres organes, dans lesquels miR-9 est faiblement ou non exprimé, sont affectés par

I'accumulation de progérine.

De plus, comme décrit ci-dessus, miR-9 est connu pour réguler I'expression MALAT-
1, qui est également impliqué dans la régulation de plusieurs facteurs d'épissage, tels que les
facteurs d'épissage SRSF (serine-arginine (SR)- rich Splicing Factors) 1, 2 et 3 (122). SRSF1,
comme SRSF6, contrble I'épissage alternatif du pré-ARNm de LMNA, conduisant a la
production de lamine A et de progérine dans les cellules HGPS et pendant le vieillissement
physiologique dans une moindre mesure (123). MALAT-1 interagit avec SRSF1 et module son
expression dans des modeles in vitro en contrélant le rapport entre les pools phosphorylés et
déphosphorylés de SRSF1 (124). De plus, SRSF1 et SRSF6 ont été proposés comme proto-
oncogenes, étant surexprimés dans de nombreux cancers (125,126). Dans l'adénocarcinome
bronchique, la surexpression de SRSF1 est associée a la présence de métastases, de résistance
a la chimiothérapie conduisant a un phénotype plus agressif. De plus, sa surexpression dans des
lignées cellulaires d'adénocarcinome bronchique humain favorise 'EMT, caractérisée par la
perte de marqueurs épithéliaux comme I'E-Cadhérine et l'acquisition de marqueurs

mésenchymateux, tels que la vimentine, la fibronectine et la N-cadhérine (127).

Au vu de toutes ces données, I'oncomiR miR-9 semble étre un acteur central dans la
carcinogéneése et le processus métastatiqgue du CBNPC. En effet, grace a sa régulation directe
sur la lamine A, I’E-cadhérine et MALAT-1, il pourrait agir a différents niveaux pour
augmenter le potentiel métastatique (figure 16). miR-9 est donc proposé comme un
biomarqueur associé a un mauvais pronostic chez les patients atteints de CBNPC, et corrélé a

des caractéristiques cliniques défavorables et a une survie plus courte.
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Figure 16. miR9 : Acteur central potentiel dans le processus métastatique du CBNPC.

D’apres Guinde J et al. Cells 2018.

36



4. Conclusions et perspectives

Des travaux préliminaires ont mis en évidence que les taux de lamines de type A
étaient considerablement reduits dans le CBPC par rapport au CBNPC. Dans les cellules
d'adénocarcinome bronchique, une localisation cytoplasmique aberrante des lamines de type A ou
une expression réduite, avec une diminution plus importante de I'expression de la lamine A par
rapport a la lamine C, ont été décrites. Cependant, la plupart des données publiées résulte d'études
anciennes, descriptives, qui n‘ont pas établi de lien avec le pronostic de la maladie sous-jacente.
Un travail récent de notre équipe a permis d’observé une réduction de I'expression de la lamine A,
mais pas de la lamine C, dans les cellules métastatiques d’adénocarcinome bronchique issues
d’épanchements pleuraux métastatiques. Cette réduction isolée de la lamine A était associée a un
nombre plus élevé de sites métastatiques et a un score de Performance Status plus important. Ce
profil d'expression des lamines de type A était également corrélé avec le potentiel métastatique et
un mauvais pronostic dans d'autres types de cancer, tels que le cancer de I'ovaire et de la prostate.
Ainsi, la perte de I'expression des lamines de type A, combinée a la déformabilité accrue de ces
cellules cancéreuses pourrait leur conférer un potentiel métastatique plus élevé.

miR-9 pourrait étre un bon candidat pour expliquer la réduction de I'expression de la
lamine A dans les cellules d’adénocarcinome bronchique. Nous émettons 1'hypothése qu'une
surexpression de miR-9 dans les cellules cancereuses pourrait inhiber I'expression de la lamine A
sans affecter celle de la lamine C, ce qui entrainerait une augmentation de la déformabilité
nucléaire. En paralléle, miR-9 diminuerait 1'expression de 1’E-Cadhérine, favorisant 'EMT et
permettant la dissociation des cellules carcinomateuses, augmentant le potentiel métastatique. Ces
hypothéses positionnent miR-9 au centre de la régulation du processus métastatique en augmentant
la déformabilité nucléaire, I'invasion cellulaire, la mobilité et la migration liées & I'EMT, en ciblant
directement les ARNm de la lamine A et de I’E-Cadherine, ainsi que MALAT-1. De plus, comme
I'EMT est également associée a la résistance a la chimiothérapie (128,129), la réduction de
I'expression de la lamine A régulée par miR-9, pourrait représenter un facteur predictif de
I'efficacité thérapeutique.

De futurs travaux sur des cellules métastatiques ainsi que sur des tissus tumoraux primitifs
d’adénocarcinome broncho-pulmonaire permettraient d’approfondir le lien entre miR-9, la lamine
A, I’E-cadhérine et I’expression de MALAT-1. Ils pourraient nous aider & mieux comprendre les
mécanismes expliquant le potentiel métastatique, et proposer de nouveaux outils pronostiques pour
les patients atteints d'adénocarcinome bronchique métastatique. Ces travaux pourraient peut-étre
également ouvrir la voie a l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques alternatives dans cette
maladie au pronostic péjoratif.
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Résumé

Le cancer broncho-pulmonaire (CBP) représente la principale cause de déces par cancer
dans le monde. L'identification et la caractérisation des cellules malignes sont
indispensables pour le diagnostic et la prise en charge des patients atteints de cancers
primitifs ou métastatiques. Dans ce contexte, I'identification de nouveaux biomarqueurs
est essentielle pour améliorer le diagnostic différentiel entre les sous-types de cancer,
sélectionner la thérapie la plus appropriée et établir des scores pronostiques. Les
anomalies nucléaires sont fréquemment observées dans les cellules carcinomateuses et
sont utilisées comme I’un des critéres de diagnostic cytologique de la malignité. Les
lamines (divisées en types A et B) sont localisées dans la matrice nucléaire, comprenant
la lamina nucléaire, et ont un rdle essentiel dans I’organisation morpho-fonctionnelle du
noyau, avec des effets régulateurs sur le cycle cellulaire, la différenciation, la sénescence
et l'apoptose. Plusieurs études ont suggéré que les lamines étaient impliquées dans le
carcinogenése et la progression néoplasique, avec cependant des résultats opposés
concernant leur réle pronostique. Ce travail rassemble les données publiées concernant
I'expression des lamines dans le CBP et leur pertinence pour le diagnostic et le pronostic
de la maladie. En outre, nous discutons du lien entre I'expression des lamines de type A
dans le CBP et la déformabilité nucleaire, la transition épithélio-mésenchymateuse et le
potentiel métastatique, et des mécanismes qui pourraient réguler I'expression des lamines

de type A dans le CBP, tels que le microARN miR-9.

Mots-clés : Cancer Broncho-Pulmonaire | Biomarqueur | Lamine | Processus

Métastatique | micro-ARN



	Page vierge
	Page vierge


<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice




